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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo podrobit vybrané cyanobakterialni kmeny adaptivni evoluci
anasledné prozkoumat vlastnosti vzniklych adaptovanych kment, obzvlast jejich zmény
tykajici se akumulace polyhydroxyalkanoati (PHA). Teoreticka ¢ast prace blize charakterizuje
problematiku cyanobakterii, PHA a jejich vzajemné propojeni v oblasti evolu¢niho inzenyrstvi.
Pro evolu¢ni experimenty byly pouZzity cyanobakterialni kmeny Synechocystis sp. PCC 6803
a Synechocystis salina CCALA 192. Na vybrané zastupce byly vyvijeny selekéni tlaky
pasobenim peroxidu vodiku a médi. Vzniklé kultury a jejich schopnost akumulace PHA byly
nasledné posouzeny metodou plynové chromatografie. Oba tyto zvolené selekcni tlaky se
ukazaly jako nevhodné, jelikoz po jejich aplikaci na kultury byla pozorovana vysoka inhibice
ristu neumoznujici aplikace metod evolu¢niho inzenyrstvi. V druhé piilce experimentalni ¢asti
byly sledovany poskytnuté adaptované kmeny na 6% NaCl. Prokazalo se, Ze adaptace ma na
mikroorganismy pozitivni vliv, jelikoz vykazovaly lepsi rust biomasy, vyssi odolnost pii
odolavani stresovym podminkam a bylo pozorovano nepatrné navyseni akumulace PHA.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to subject selected cyanobacterial strains to adaptive
evolution and subsequently investigate the properties of the resulting adapted strains, especially
their changes related to polyhydroxyalkanoates (PHA) accumulation. The theoretical part of
the work describes in more detail the issue of cyanobacteria, PHA and their interconnection in
the field of evolutionary engineering. Cyanobacterial strains Synechocystis sp 6803 and.
Synechocystis salina CCALA 192 were used for evolutionary experiments. Selection pressures
of hydrogen peroxide and copper. were applied to selected representatives. The resulting
cultures and their ability to accumulate PHA were subsequently assessed by gas
chromatography. Both of these selection pressures proved to be unsuitable, as strong growth
inhibition was observed after their application to cultures, which did not allow the application
of evolutionary engineering methods. In the second half of the experimental part, the provided
adapted strains to 6% NaCl were monitored. Adaptation has been shown to have a positive
effect on microorganisms, as they have a higher biomass content, better stress resistance and
a slight increase in PHA accumulation.
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1 UVOD

Sinice, jinym nazvem cyanobakterie, jsou mikroorganismy u vétsiny lidi zaskatulkované jako
Skidci, ktefi kontaminuji koupali$té a nadrze s pitnou vodou. Malokdo vSak vi, ze jakozto
soucast fykomplanktonu patii mezi nejvétsi producenty kysliku na Zemi. Mé se dokonce za to,
ze byly v historii hlavnim prvkem v pfeméné uhlikové atmosféry na atmosféru bohatou na
kyslik. Mimo fotosyntetické vlastnosti Si ziskaly sinice v poslednich letech pozornost diky
jejich potencialnimu vyuziti v biotechnologickém pramyslu. Byla u nich zjiSténa bohata
produkce bioaktivnich slou¢enin pouzitelnych v medicing a své vyuziti najdou také pii vyrobé
biopaliv, barviv, dopliku stravy, hnojiv aj. Nékolik kmend sinic dokaze navic akumulovat uhlik
ve formé polyhydroxyalkanoati s velice dulezitym biotechnologickym vyuzitim.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni polyestery hydroxyalkanovych kyselin
vlastnostmi podobné petrochemicky produkovanému polypropylenu a polyethylenu. Plasty
Jjsou soucasti zivota moderni civilizace, S postupem ¢asu vSak zacina byt velkym problémem
s jejich hromadénim na vSech mistech planety. Nevyhodou téchto petrochemicky vyrabénych
plastii je jejich dlouhd doba rozkladu, toxicita a vyroba z neobnovitelnych zdroji. PHA
produkované Sirokou Skdlou mikroorganismi, se schopnosti rozkladu béhem nékolika mésict
a netoxickym ucinkem na zivotni prostiedi, predstavuji ekologickou variantu téchto plasta.
Mikroorganismy PHA akumuluji ve form¢ intracelularnich granuli a primarné slouzi jako
zasobarna uhliku, kterd jim pomaha preckat neptiznivé plisobeni vnéjSich vlivli. MnoZzstvi
produkovaného PHA se uvnitt bun€k pfirozené navysuje pti vystaveni stresu, coz je vyuzivano
k cilenému zefektivnéni produkce.

Plsobeni vnéjsich stresti obecné posouva veskeré zivé organismy kuptedu a jedna se o hlavni
motor v procesu evoluce. Cyanobakterie patii mezi nejrozsifenéjsi organismy na Zemi, zijici
v Siroké skale stanovist. Za svou variabilitu mohou vdécit procesu adaptace, kdy doslo
K ptizptisobeni vné&jsim tlakim, na zakladé cehoz jsou schopny piezivat a prosperovat
I vV podminkach pro jiné organismy neobyvatelnych. Jednoduché organismy se obecné adaptuji
mnohem rychleji nez organismy slozitéjsi, jako tfeba savci. Jejich snadné a rychlé adaptace je
Casto vyuzivano v procesech evolu¢niho inZenyrstvi, které pifenasi vnéjsi stresy do
laboratorniho méfitka a davaji tak vzniknout novym odolné&jsim jedincim s lepSimi schopnosti
produkce.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cyanobakterie

Cyanobakterie, jinym nazvem také sinice, modrozelené bakterie, ¢i modrozelené fasy. Jedna
se o velikou a Siroce rozSifenou skupinu fotoautotrofnich mikroorganismi, které vznikly
a diverzifikovaly se jiz v rané historii Zem¢. Ma se za to, Ze Se cyanobakterie nachazi na Zemi
déle nez 3,5 miliardy let, a ze v dasledku jejich schopnosti fotosyntézy jsou zodpovédné za
prechod atmosféry bohaté na uhlik do atmosféry bohaté na kyslik [1]. Jsou také povazovany za
puvodce rostlinného chloroplastu. Jedna se o organismy disponujici bunéénymi mechanismy,
diky nimz jsou lehce pfizpusobitelné riznym zménam prostiedi a snadno tak rostou v Siroké
Skale stanovist, véetné vodnich, suchozemskych a stanovistich s extrémnimi podminkami, jako
jsou chladna jezera Antarktidy, nebo horké prameny [2; 3].

Cyanobakterie jsou gramnegativni organismy s jednoduchou prokaryotickou bunécnou
strukturou. Pohyb je vzdy klouzavého typu, charakteristického pro pohyblivé zelené bakterie
amnoho skupin gramnegativnich bakterii. Od svého uznéni jako samostatné biologické
skupiny na pocatku 19. stoleti byly cyanobakterie zatazeny do tfidy fas se spole¢nym nazvem
Cyanophyta. Zatazeni, které bylo zalozeno piedevsim na jejich fotosyntetickych vlastnostech
podobnych s rostlinami, se stalo kolem roku 1960, kdy doslo k objasnéni zakladnich rozdilt
mezi prokaryoty a eukaryoty neudrzitelné. Sinice poté byly ze tiidy fas vyfazeny. Tyto
mikroorganismy existuji ve formé jednotlivych bunék, kolonii, nebo vlaken. V ramci vldken je
patrné diverzita jednotlivych bunék. Ackoliv jsou sinice v pfirod¢ mikroskopické, mohou byt
viditelné pouhym okem, pokud se nachazeji ve formé kolonii v podobé kvétu [4]. Piestoze
cyanobakterie nesou nazev modrozelené, mohou mit diky kombinacim fotosyntetickym
pigmentu, jako jsou chlorofyly, karotenoidy nebo fykobiliny, rizna zbarveni [2].

Existuje cela fada jedine¢nych charakteristik sinic, které ptimély védce uvazovat o jejich
potencialnim piijeti v primyslovém métitku (viz Obr.1) po celém svété. Mimo schopnosti
produkovat kyslik také rostou rychlejSim tempem a maji vétsi potencial vynosu ve srovnani
S potravinafskymi plodinami. S ostatnimi plodinami nesoutézi o zdroje potravin a surovin a lze
je peéstovat na neurodnych a neproduktivnich ptdach. V blizké budoucnosti by byla
vV komerénim méfitku moznd masova kultivace sinic, kterd by mohla byt pouzita k vyrobé
biopaliv, antioxidanti, biologickych hnojiv, 1éki, biologicky odbouratelnych polymerd,
dopliiku stravy a barev [2]. V Siroké vefejnosti jsou vsak sinice stale znamé hlavné produkeci
Siroké skaly bioaktivnich sloucenin, a to pifedevsim toxini znamych jako cyanotoxiny, mezi
které patii napf. mikrocystiny, anatoxiny nebo saxitoxiny. Diky tomuto pozoruhodnému
atributu produkuji sinice toxické kvéty, které vyvolavaji potencialni obavy o lidské zdravi. Na
rychly rast cyanobakterii a jejich toxicitu je tedy pii manipulaci v primyslovém métitku nutno
myslet [5].
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Obr. 1: Vyuziti cyanobakterii v priumyslovém méritku, prevzato a upraveno [2]

2.1.1 Stavba

Sinice vykazuji zna¢nou morfologickou rozmanitost. Zikladni morfologie zahrnuje
jednobunécné, kolonidlni a mnohobunééné vlaknité formy, pticemz se déli do péti radi:
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales a Stigonematales. Jednobunécné
formy, napfiklad v fadu Chroococcales, maji vejcité, kulovité, nebo valcovité bunky [4].
Vyskytuji se jednotlivé a vznikaji poté, co se dcefiné buiiky odd¢€luji po reprodukci bindrnim
délenim. Bunky se mohou agregovat v nepravidelnych koloniich, kde jsou drzeny pohromadé
slizovou matrici. Pravidelnym délenim bunétné fady mohou vnikat uspotfaddanéjsi kolonie.
U tadu Pleurocapsales se vyskytuje zvlastni zptisob reprodukce, ktery miize dopliiovat binarni
dé€leni. Hlavnim zpiisobem replikace je zde fada po sobé jdoucich binarnich déleni, pti kterych
Z jedné mateiské bunky vznika mnoho drobnych dcetinych bunék (baeocyty) [4; 6].

Mnohobunécna struktura skladajici se z fetézce bun€k se nazyva trichom. Trichom miZze byt
rovny, nebo stoceny. Velikost a tvar bun¢k vykazuji mezi vldknitymi sinicemi velkou
variabilitu. Zastupci fadu Oscillatoriales jsou tvofené nespojitymi a nerozvétvenymi trichomy
a jsou slozeny z identickych bunék. Rady Nostocales a Stiginemates jsou charakteristické
trichomy s heterogennim bunécnym slozenim. Vegetativni bufiky mohou poté byt
diferencovany na heterocysty, se silnou sténou a schopnosti vazat dusik, nebo akineta, coZ jsou
velké silnosténné buiky obsahujici rezervni materidly, umoziujici pfeziti za nepiiznivych
podminek. Shrnuti morfologie jednotlivych fadi je znazornéno v Tab. 1 [6].



Tab. 1: Charakteristika cyanobakteridlnich radi [4]

Rad

Morfologie

Rozmnozovani

Chroococcales
Pleurocapsales

Oscillatoriales
Nostocales

Stigonematales

Jednobunécné, nebo kolonie
Jednobunécné, nebo kolonie

Vlaknité
Vlaknité heterocysty

Rozvétvena vlakna

Binarni déleni = rozdéleni na
dvé ¢asti
Baeocyty = rozd¢€leni na
mnoho menSich ¢asti
Trichom = fetézec bunék

Fragmentace trichomu =
dé¢leni fetézce bunck
Fragmentace trichomu

Velikosti cyanobakterialni buriky je v rozmezi od 0,5 do 40 um v praméru. Obvykle je pokryta
hydroskopickych slizovym obalem, ktery poskytuje ochranu ptfed nepiiznivymi podminkami
audrzuje vlhkost, ¢imz chrani pied vysychanim [3]. Sliz byva Casto intenzivné zbarveny
ptitomnosti karotenoidu scytonemin, nebo barviva gleokapsin. Tloustka, konzistence
a vlastnosti obalu jsou ovlivnény podminkami prostiedi. Bunécny protoplast, je obklopen
vicevrstvou bunécnou sténou podobnou struktuie stény gramnegativnich bakterii [7]. Bunééna
sténa se skladd zvngj$i zvinéné lipoproteinové membrany a peptidoglykanové vrstvy.
Peptidoglykanova vrstva je obvykle o tloust’ce 5-10 nm, u nékterych druhti rodu Oscillatoria
vSak mize byt podstatné silnéjsi az do 250 nm. Na bunécnou sténu navazuje dvojvrstva
cytoplazmatickd membrdna. Tato selektivné propustna membrana slouzi k aktivnimu
transportu iontd, exkreci latek a udrzuje fyziologickou integritu bunky [8].

Vnitiek buiky je vyplnén cytoplazmou, ktera se rozliSuje do dvou oblasti. Vnéjsi oblast
nazyvana chromoplazma a vnitini bezbarva oblast, nazyvana centroplazma [6]. Pravé
v chromoplazmé se nachazeji nejvyraznéjsi cytoplazmatické prvky, kterymi jsou thylakoidy.
Jedna se o ploché vacky, jez jsou navzajem rovnobézné a jsou od sebe vzdaleny 60—70 nm [8].
Kazdy thylakoid je tvofen dvéma té€sné stlatenymi membranami, které jsou zakladnimi
strukturami pro vykon fotosyntézy. V membranach jsou umistény komplexy chlorofylu a,
a- i B-karoten, xanthofyly anachazi se zde také systém pienosu elektrond. Uspotadani
thylakoidnich membran se u jednotlivych kmen sinic lisi. Nejjednodussi uspotadani se nachazi
u vétsSiny kment Synechococcus [7]. Bunky obsahuji 3—6 thylakoidnich membran, které jsou
paralelné usporadany k sobé navzajem a zaroven k vnéjSimu povrchu bunky. U jinych
jednobunéénych a vlaknitych sinic, zejména u heterocyklickych kmeni, jsou thylakoidy spletité
a mohou zabirat velmi velkou ¢ast cytoplazmy [8].

Na povrchu thylakoidniho vacku se nachazi malé granule znamé jako fykobilizomy, které maji
ptidavné fotosyntetické pigmenty znamé jako fykobiliny. Fykobiliny jsou tfi typt. Modie
zbarveny fykocyanin a allofykocyanin a ¢ervené zbarveny fykoerytrin. Rizné tvorba fykobilinti
vytvaii specifické zabarveni, které je zplisobeno absorpci maximalniho mnoZzstvi slune¢niho
zatfeni. Z tohoto diivodu neni zabarveni cyanobakterii vzdy zelené, ale mize byt také Cervené,
fialové, ¢i hnédé [8].
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V cytoplazmé se dale nachazi plynové vezikuly, jejich funkci je udrzovat vztlak, aby burnka
mohla zustat v urcité hloubce vody a dostalo se k ni potfebné mnozstvi svétla [3]. Kruhova
DNA se nachazi stoend ve vnitini ¢asti cytoplazmy, znamé jako centroplazma a neni nijak
oddélend od ostatnich komponent. V cytoplazmé se také nachézi zasobni latka, kterou je
glykogen. Jako i jini zastupci prokaryot cyanobakterialni buitka nema jadro, endoplazmatické

retikulum, mitochondrie, Golgiho aparat, vakuoly, ¢i lysozomy. Struktura buiiky je zobrazena
na Obr. 2 [3; 8].
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Obr. 2: Struktura cyanobakterialni burky, prevzato, upraveno [8].

2.1.2 Metabolismus

Z metabolického hlediska jsou sinice univerzalnimi organismy. VSichni ¢lenové této skupiny
jsou aerobni fotoautotrofové, kdy uzivaji kyslikové fotosyntézy pro produkci uhliku a energie,
coz vede k ovlivnéni celé biosyntézy. Maji zasadni dopad na témé&f vSechny geochemické cykly,
véetn¢ globalniho uhlikového cyklu, globalni recyklace kysliku a fixace dusiku. Ve tmé
vykazuji sinice endogenni respiracni metabolismus, ktery je za svétla okamzité inhibovan.
Nekteré druhy mohou byt fakultativné chemoheterotrofni a mohou rist ve tmé na tkor cukrti.
Rust za tmy je vzdy mnohem pomalejsi, nez rist fotoautotrofni [9].

2.1.2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza a respirace vyzaduji pienos elektronl, ktery je do zna¢né miry katalyzovan
proteinovymi komplexy v membranach. Kyslikova fotosyntéza, pti které probiha preména CO2
a vody na cukry pomoci svételné energie, je opaénym procesem k respiraci, kdy se cukry
preménuji na COz a vodu za uvolnéni energie [10]. Centrem fotosyntézy u sinic jsou thylakoidy,
uvnitf kterych se nachdzi komplexy pienosu elektroni fotosystém I (PS 1) a fotosystém II
(PS ). Fotosystém II vyuziva slunecni energii ke Stépeni vody a ke snizeni plastochinonu (PQ).
Elektrony jsou transportovany z PQ do cytochromu bef a odtud na rozpustny elektronovy nosié¢
nachazejici se na lumindlni strané thylakoidni membrany. Timto rozpustnym nosicem muze byt
podle dostupnosti médi plastocyanin, nebo cytochrom csss. Kterykoliv z rozpustnych nosict
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slouzi k redukci oxidovaného PS I centra, tvofeného chlorofylem [11]. Tato oxidovana forma
chlorofylu je tvofena svételné indukovanym pienosem elektronu z PS | na ferredoxin, nebo
NADP. Redukovany NADP muze dale slouzit pro fixaci oxidu uhli¢itého. Fotosynteticky
ptenos elektronti vede ke vzniku protonového gradientu pfes membranu thylakoidu, ktery
slouzi pro syntézu ATP pomoci ATP syntazy a muze byt dale vyuzivan pro fixaci oxidu
uhli¢itého a dalsi bunééné procesy [10].

2.1.2.2 Respirace

Bez ptistupu slunecniho svétla, kdy neni mozné ziskavat energii pomoci fotosyntézy, vyuzivaji
sinice procesu respirace. V tomto procesu dochazi k zisku energie z endogennich Zivin,
nashromazdénych bcéhem fotosyntézy. V dobé bez pfistupu svétla dochazi k vyraznému
zpomaleni ristu a bunééné udrzby, aby se minimalizovala spotieba ATP a glykogenu. Zatimco
fotosyntéza probihala pouze v thylakoidech, slozky dychaciho fetézce jsou obsazeny jak
v thylakoidech, tak v plazmatické membrang. Prolnuti obou téchto drah je znazornéno na Obr.3
[9]. Dychaci mechanismy v sinicich byly dlouho nejasné a nepochopené. V tomto dilezitém
aspektu cyanobakteridlni fyziologie vSak bylo dosazeno zna¢nych poznatki, predevsSim
pouzitim mutanti. Bylo zjis§téno, Ze hlavni ptenos elektrontt do PQ Vv thylakoidech zajist'uje
spiSe aktivita sukcinatdehydrogenazy (SDH), nez tok elektroni z NADPH. NADPH
pravdépodobné piednostné slouzi v procesu fixace uhliku. Cyanobakterie jsou tedy schopny
generovat sukcinat jako respira¢ni meziprodukt a mély by tedy mit citratovy cyklus [11]. Podle
star$i literatury byl v8ak citratovy cyklus povazovan za nefunkéni [9].

NADPH NADP

Sukcinat Fumarat Cytoplazma

NADPH NADP
| ? Fdox Fdred
H,O O+ H*
SDH ‘ & \'2 27
—_ - _— _H_

[T~~~ B ovt Membrana

NDH-1 PSII | 7™ PQ_*b);f PS | Ox | thylakoidu
_\_)_ﬁ S N\ \___
H-O 05 + H* @ Lumen

Obr. 3: Schematické zndzornéni transportnich drah elektronii pri fotosyntéze a respiraci,
prevzato, upraveno [11]
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2.1.2.3 TCA cyklus

Cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA), znamy také jako Krebstv cyklus, nebo cyklus
kyseliny citronové. Jedna se o sled katabolickych reakci, podporujicich syntézu GTP. Cyklus
je zaroven zaclenén v S$ir$i siti, kterd umoznuje pfispivat k dal$im aspektim metabolismu,
véetné vazby na metabolismus dusiku [12]. V bakteriich ma draha dvé funkce. Prvni z funkci
je oxidace dvou uhlikovych jednotek odvozenych od acetyl-CoA, dale pokracujicich na oxid
uhlicity a NADH, ktery dodava elektrony pro oxidacni fosforylaci. Druhou z funkci je
poskytovani metabolickych prekurzori potifebnych pro biosyntézu bunéénych slozek [13].

Koncem Sedesatych let, kdy studie pfispély ke znalostem metabolickych drah a regulaci
metabolismu, zacalo byt ziejmé, ze sinice, podobn¢ jako jind prokaryota, maji TCA cyklus
neuplny [12]. Ktomuto =zavéru vedlo zjisténi, Zze sinicim chybi enzym 2-
oxoglutaratdehydrogenaza (2-OGDH), ktery katalyzuje pfeménu 2-oxoglutaratu (2-OG) na
sukcinyl-CoA. Preruseni cyklu v bodé 2-OG zbavuje organismu nejen mista fosforylace na
urovni substratu, ale také omezuje tvorbu NADH. Absence 2-OGDH byla také vnimana jako
pfi¢ina, pro¢ je vétSina sinic obligatnimi fotolithoautotrofy. Nedavné diukazy prokazaly
unékterych  cyanobakterii ~ pfitomnost  gent,  koédujicich  dva  enzymy,  2-
oxoglutaratdekarboxylazu (2-OGDC) a sukcinat-semialdehyddehydrogenazu (SSADH). Tyto
enzymy preménuji 2-OG na sukcinat-semialdehyd a ten dale na sukcinat (Obr. 4). Ve srovnani
se standartnim cyklem, kde pfeména 2-oxoglutaratu na sukcinat vede k produkci jedné
molekuly NADH a jednoho GTP, vede alternativni cesta 2-OGDC/SSADH k produkci jedné
molekuly NADPH [13].

Pyruvat
Acetyl-CoA
S/ Citrat
Oxalacetat N\
/ Isocitrat
Malat \ 2-0GDC
\ 2-oxoglutarat j
2-0GDH Y .
Fumarat , Sukeinyl-
Sukcinyl-CoA semialdehyd
L ) -
Sukcinat 4 )
SSADH

Obr. 4: TCA cyklus cyanobakterii, prevzato, upraveno [12]

2.1.2.4 Metabolismus glykogenu
Sinice akumuluji glykogen, jako hlavni intracelularni ulozist¢ uhliku a energie b&hem
fotosyntézy [14]. Biosyntéza glykogenu Vv sinicich za¢ina preménou glukozy-6-fosfat na ADP-
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glukézu  prostfednictvim  postupného  plisobeni  fosfoglukomutazy a  ADP-
glukozypyrofosforylazy. Glukézova ¢ast v ADP-glukdze se prenasi na neredukujici konec a-
1,4-glukanové kostry glykogenu pomoci jedné, nebo vice glykogensyntaz. Vétvici enzymy
nasledn¢ zavedou a-1,6-glykosidovou vazbu a fetézec se dale prodluzuje za vzniku
glykogenové castice. Za tmy se glykogen $tépi glykogenfosforylazou, enzymy rozplétajicimi
vétveni, a-glukanotransferazou a maltodextrinfosforylazou na fosforylovanou glukézu
a volnou glukézu, které dale pokracuji do katabolickych drah. Jednou ze vstupni drah sacharidii
je i metabolismus PHA [14; 15].

2.1.2.5 Sekunddarni metabolity

Cyanobakterie produkuji sekunddrni metabolity v reakci na bioticky a abioticky stres okolniho
prostiedi. Poskytuji ochranu, napomahaji pii pieziti a predstavuji vyhodu oproti ostatnim
druhtim [16]. Mezi produkované latky patii Siroka Skala toxini a dalSich bioaktivnich
sloucenin, které zahrnuji 40 % lipopeptidu, 5,6 % aminokyselin, 4,2 % mastnych kyselin, 4,8 %
makrolidi a 9 % amidu [4]. Sekundarni metabolity sinic vykazuji vedle toxicity pro zvifata také

-----

antituberkolotické, antivirové, protinadorové a cytotoxické aktivity [17].

Je znamo, ze nékteré rody sinic jako napi. Microcystis, Anabaena, Nostoc nebo Oscillatoria
produkuji toxiny. Na zakladé toxikologickych cili je 1ze rozd¢lit do péti skupin. Prvni skupinou
jsou hepatoxiny, které dostaly své jméno podle jejich negativniho vlivu na hepatocyty jater.
Dalsimi skupinami jsou neurotoxiny, cytotoxiny, dermatotoxiny a drazdivé toxiny [18]. Mimo
toxicity vSak upoutaly sekundarni metabolity cyanobakterii pozornost védci také z diivodu
mozného terapeutického vyuziti. Jednou z latek s moznym terapeutickym potencidlem je
jedineény protein Cianovirin-N. Jeho délka ¢ini 101 aminokyselin a velikost 11 kDa. Jde
0 latku, ktera nevratn¢ inaktivuje primarni kmeny HIV a blokuje ptenos infekce HIV mezi
buiikami. Dalsi z latek vyuzitelnych ve zdravotnictvi je metabolit s ndzvem Borophycin, ktery
vykazuje potencialni cytotoxicitu proti bunécnym liniim lidskych epidermoidi a lidskych
kolorektalnich adenokarcinomi. Zaroven bylo zjiSténo, Ze vykazuje antimikrobialni aktivitu
[19]. Mezi ostatni sekundarni metabolity s terapeutickym potencialem dale patii Cryptohpycin,
lipopeptidy a inhibitory proteaz [4].

2.1.3 Vyskyt

Jak jiZ bylo dfive zminéno, sinice je mozné nalézt na stanoviStich sahajicich od extrémné
chladnych arktickych a antarktickych z6n, aZz po velmi horké prameny napiiklad
V Yellowstonském narodnim parku [20]. Tato mimofadna abundance sinic je vysledkem jejich
vysoké adaptability, vedouci k toleranci na stanovi$té s nizkym obsahem kysliku, schopnosti
vyuzivat sulfanu jako fotoreduktantu misto vody a silné toleranci K pisobeni ultrafialového
zateni. Dalsi schopnosti sinic ziskanou v disledku vysoké adaptability je vytvafeni
symbiotickych vztahti. Mezi prokaryoty jsou ve vytvafeni symbiotickych vztaht, se Sirokou
a velmi riznorodou $kalou hostitelt, jedine¢né. Tato schopnost je ¢asteéné vysledkem vysoce
ucinného fotosyntetického aparatu, ktery je funkcni 1 pfi velmi nizkych trovnich svétla.
Cyanobakterie slouzi jako zdroj chloroplastd v symbidzach siadou nefotosyntetickych
partnerti, jako jsou moisti bezobratli, kdy svému hostitelskému partnerovi poskytuji uhlik.
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U fotosyntetickych partnerti, jako jsou rozsivky, sinice naopak vyuzivaji své schopnosti fixovat
dusik a zasobuji svého hostitele dusikem [21; 22].

2.1.3.1 Move a ocedny

Oceany a mofe jsou nejveétsimi ekosystémy na planeté a sinice v nich obyvaji Sirokou skalu
stanovist. Vodni sinice se déli do dvou velkych ekologickych skupin. Prvni ze skupin jsou
planktonické sinice, volné se vznasejici ve vodnim sloupci [23]. Tyto sinice jsou pfizptisobeny
vertikalni migraci pomoci regulace vztlaku a produkuji aerotopy, mikrokompartmenty
obsahujici plynové vezikuly. V mnoha oceanskych oblastech jsou dominantnim rodem sinice
Prochlorococcus. Pravdépodobné se jedna o nejhojnéjsi fotosynteticky organismus na planeté.
Jeho stanovistém jsou centralni Casti oceanu az do hloubky 150 m. Velikost populace je
omezena zemepisnymi Sitkami, jelikoz nepieziji teplotu nizsi, nez 15 °C. Planktonické sinice
za piiznivych podminek rychle rostou a vytvaieji kvéty. Ziji piedevi§im ve vysoce
produktivnich vodach bohatych na ziviny. Mezi dalSi zastupce této skupiny patii napf.
Synechococcus, Cyanobium, Trichodesmium, ¢i Synechocystis [24].

Druhou skupinou jsou sinice bentické, které se pfichytavaji na ponotené pevné povrchy. Jedna
se o vlaknité sinice s jedine¢nym klouzavym pohybem, které mohou tvofit tzv. rohoze, coZ jsou
husta, vicevrstva spole¢enstvi mnoha druhd, ktera rostou na sedimentech [25]. Nejrozsifenéjsim
zastupcem bentické skupiny je vlaknita sinice rodu Lyngbya, kvetouci ve stanovistich
tropickych a subtropickych koralovych utest a motskych fas [26]. Mezi dalsi zastupce patii
vlaknité fotosyntetické sinice rodu Moorea, které tvoti rohoze a kvéty v mélkych vodach, nebo
sinice rodu Coleofasciculus, ¢i Hydrocoleum [27].

2.1.3.2 Sladkovodni plochy

Stejné jako sinice moiské se sladkovodni sinice déli na planktonické a bentické. Autotrofni
pikoplanktony, skladajici se pfevazné ze sinic o velikosti mensi nez 3 um, piedstavuji primarni
producenty jak v oceanech, tak ve velkych sladkovodnich jezerech. Ve velkych hlubokych
jezerech pievladaji jednobunééné pikocyanobakterie, zatimco mél¢i, teplejsi a na ziviny bohatsi
jezera osidluji prevazné jejich mikrokolonie [28]. U autotrofnich planktonti dominuji zastupci
rodu Synechococcus, bohati na fykoerytrin. Dal§imi velmi dilezitymi zastupci jsou rody
Cyanobia a Synechocytis. Do sladkovodnich planktont se fadi také nejvétsi producent toxinu
mirocystein, a to rod Mikrocystis, vyskytujici se pfedevs§im v teplych jezerech [29].

Sladkovodni bentické sinice obyvaji, stejné jako ty moiské, sedimenty a tvofi na nich soudrzné
rohoze. Na dné jezer a rybnikidl se vyvijeji soudrZzné rohoze, skladajici se vétSinou z rodl
Oscillatoria, Aphanothece a Phormidium. Tyto Gtvary se pozdéji od sedimentti oddéli a stavaji
se z nich rohoze plovouci, které lze pozorovat na hlading stojatych jezer [30].

2.1.3.3 Piida

Vyskyt sinic a jejich rozmanitost v pudé je ovlivnén fadou faktortt okolniho prostiedi, jako je
vlhkost, teplota, struktura pudy, koncentrace soli, vyziva a biotické interakce. Nejvétsi vyskyt
sinic je v oblastech svysokou vlhkosti, avSak existuje spousta druhti, které prospivaji
I v suchych nehostinnych oblastech pousti, kde je Zivot tlaen za limity. V téchto oblastech se
cyanobakterie nachazi ptedev§im v komunitach biologickych krust. Krusty 1ze nalézt na vSech
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suchych mistech svéta, vCetné oblasti polarnich. Skladaji se zvlhké povrchové pudy
agregované fasami, sinicemi, houbami, liSejniky a mechy. Nejvyznamnéj$im zastupcem této
skupiny je rod Chroococcidiopsis, jehoz ptiblizné 250 kment je zafazeno do Kulturni sbirky
mikroorganismi z extrémniho prostiedi [31; 32].

2.1.4 Synechocystis

Pro tuto praci byly vybrany jako modelové mikroorganismy cyanobakterie z rodu
Synechocystis, a to konkrétné kmeny Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina
CCALA 192. Synechocystis je rod jednobunéénych sinic patticich do fadu Chroococcales.
Morfologicky je tento rod jasné¢ definovan, jako kokoidni sférické buiky s perietalnimi

thylakoidy, které ziji osamocené na riznych stanovistich a v nasledujicich generacich se déli
ve dvou kolmych rovinach [33].

2.1.4.1 Synechocystis sp. PCC 6803

Kmen Synechocystis sp. PCC 6803 (Obr. 5) patii mezi mezofilni sinice nefixujici dusik. Jedna
se 0 prvni fototrofni organismus, jehoz kompletni genom se podafilo sekvenovat a stala se
modelovou cyanobakterii hojné vyuzivanou védci celého svéta. Kmen byl izolovan ze
sladkovodniho jezera a ulozen do sbirky Pasteur Culture Collection (PCC) v roce 1968.
Cyanobakterie je kulovitého tvaru bez plynovych vezikul nebo plasté, reprodukuje se pomoci
déleni a idealni teplota rustu se pohybuje mezi 32 a 38 °C [34]. Na pocatku 80. let 20. stoleti
byl kmen uznan za spontanné transformovatelny, aby integroval cizi DNA do svého genomu
a byl tak schopen pftezit rist v Siroké Skale podminek. Vytvofeni mutanti se mohou pouzit napf.
pro studium syntézy pigmentl a jejich regulace, syntézy tokoferolu, metabolismu uhliku,
dychani, fotosyntézy a fadu dalSich procesu [35].
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Obr. 5: Mikroorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 [36]

2.1.4.2 Synechocystis salina CCALA 192
Dalsim kmenem svelkym biotechnologickym potencidlem je motska cyanobakterie
Synechocystis salina CCALA 192, ulozena ve sbirce Culture Collection of Autotrophic
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Organismus (CCALA). Moiské cyanobakterie jsou vhodné pro biotechnologické vyuziti pro
svou vysokou odolnost vuci vykyvim slanosti a lze je péstovat i ve sladké vodé. Zaroven je
v moftskych pobftezich pozorovana vysoka produktivita i navzdory zménam v pfisunu Zivin
a parametrech vody. Veskeré tyto vlastnosti naznacuji uziteCnost pro vyrobu biomasy
z odpadnich vod. Kromé toho existuje n€kolik zminek o pouziti smiSenych kultur kmene
Synechocystis salina pro zachyceni CO», ¢isténi odpadnich vod, vyrobu biopaliv a syntézu
bioaktivnich sloucenin [37].

2.2  Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni biopolymery s Sirokou $kalou funkci a aplikaci.
Jedné se o polyestery hydroxykyselin, které jsou ve form¢ intraceluldrnich granuli ulozené
V bunééné cytoplazmé, kdy jednotlivé granule maji velikost od 0,2 do 0,5 um [38]. Poprvé byly
objeveny vroce 1926 u bakterie Bacillus megaterium ve formé poly(3-hydroxybutyratu)
francouzskym védcem Mauricem Lemoignem [39]. Bakterie akumuluji PHA jako zasobni
formu energie a uhliku a v jeho pfitomnosti zaroven vykazuji vétsi rezistenci vici vnéjSim
vliviim, jako je ptisobeni UV zéfeni, neptizniva teplota, vysoké pH aj. K akumulaci vétSinou
dochazi, kdyz je zdroj uhliku poskytnut v nadbytku a omezuji se dalsi zivné prvky, jako je
fosfor, dusik aj. Obsah PHA v bakterialnich bunkach mize dosahovat az 90 % jejich suché
hmoty. Jakmile se PHA zbakterialni bunky extrahuji, vykazuji vlastnosti podobné

polypropylenu [38].

2.2.1 Struktura

Polyhydroxyalkanoaty jsou primarn¢ linearni polyestery, tvoiené 600 az 35 000 monomernimi
podjednotkami 3-hydroxy-substituovanych kyselin. V disledku stereospecifity polymeraénich
enzymi, se aZz na nékolik malo vyjimek nachazi hydroxykyseliny v R-konfiguraci [40].
Jednotlivé monomery jsou v polymer spojeny esterovymi vazbami, nachazejicimi se mezi
karboxylovou skupinou jednoho monomeru a hydroxylovou skupinou monomeru sousedniho.
Poloha hydroxylové skupiny je ponékud promeénliva, v drtivé vétSin€ se nachazi ve formée 3-
hydroxykyselin, jiz vSak byly zaclenény také 4-, 5-, a 6-hydroxykyseliny [41]. Kazda
monomerni jednotka obsahuje R skupinu postranniho fetézce, kterou je obvykle nasycena
alkylova skupina, nebo také méné asto se vyskytujici nenasycena alkylova skupina, rozvétvena
alkylova skupina a substituovana alkylova skupina [42]. Obecny vzorec polyhydroxyalkanoata
je mozné vidét na Obr. 6.

O

R

Obr. 6: Obecny vzorec polyhydroxyalkanoatii [43]
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PHA Ize klasifikovat v zavislosti na po¢tu atomt uhlikti v monomeru. Kratky fetézec obsahujici
3-5 atomu uhliku se oznacuje jako SCL-PHA (short chain lenght), sttedn¢ dlouhy fetézec
obsahujici 6-14 atomu uhliku se oznacuje jako MCL-PHA (medium chain lenght) a fetézec
obsahujici 15 a vice atomt uhliku nese oznac¢eni LCL-PHA (long chain lenght) [40]. Napitiklad
poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), poly(3-hydroxyvalerat) (PHV) a jejich kopolymery poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV) jsou typickymi pifiklady polyhydroxyalkanoatt
s kratkym fetézcem, zatimco poly(3-hydroxyoktanoat) (PHO) a poly(3-hydroxynonanoat)
(PHN), které jsou primarné vytvoieny jako kopolymery s 3-hydroxyhexanoatem (HHx), 3-
hydroxyheptanoatem (HH) a 3-hydroxydekanoatem (HD), jsou typickymi piiklady MCL-PHA
(Obr. 7). Riznych monomert bylo identifikovano vice nez 150 druht, coz ¢ini z PHA nejvétsi
skupinu piirodnich polymerti a toto ¢islo se neustidle zvySuje zavadénim novych typt
chemickou nebo fyzickou modifikaci [43].

3HB 3HV

- . J
SCL-HA

Obr. 7: Rozdil mezi strukturami SCL-PHA a MCL-PHA [43]

2.2.2 Vlastnosti

Vlastnosti PHA zavisi pfedevSim na délce fetézce a na molekulové hmotnosti. Vybérem
spravného producenta je moZné vlastnosti polymeru do znacné miry pfizpiisobit pozadavkim
pro budouci aplikaci [44].

Molekulova hmotnost polymeru se v zavislosti na typu producenta pohybuje v rozmezi 50 000—
1 000 000 Da. Jedna se o opticky aktivni polyester, ktery je nerozpustny ve vod¢ a stabilni pii
vystaveni UV zafeni [45]. V bunice se PHA vyskytuji v amorfnim ,,tekutém® stavu a po extrakci
pomoci organickych latek se stavaji vysoce krystalické. Po krystalizaci dochazi ke ztraté
pevnosti a polymer se stava tuhym, avsak velmi kifehkym. Z toho diivodu je v dne$ni dobé
mnozstvi studii na extrakci polymeru v amorfnim stavu, coz by vedlo k zachovani pivodni
pevnosti [46].

Nejvice prozkoumanym je bezpochyby zastupce kategorie SCL-PHA poly(3-hydroxybutyrat)
(PHB). Jedna se o nejbéznéjsi typ PHA a schopnost bakterii produkovat a hromadit tento
polyester se Casto pouziva, jako taxonomicka charakteristika. PHB ma vysoky stupen
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krystalinity (70 %) a tvofi tenké Kkrystaly s bodem tani piiblizné pii 175 °C a bodem skelného
piechodu pii 4 °C. Bod teplotniho rozkladu je pii 200 °C a po jeho ptfekonéni jiz neni mozné
dalsiho zpracovani. Blizkost teplot tani a tepelného rozkladu piedstavuje znacnou piekazku pti
dalsim zpracovani. Co se tyka Youngova modulu pruznosti, je PHB podobny polypropylenu
(PP) [47]. Lepsich vlastnosti je mozné dosahnout zavedenim 3-hydroxyvaleratu do pivodni
struktury PHB, ¢imz vznikne kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
(PHBYV). Tento kopolymer ma niz$i krystalinitu (60 %), coz mu dodava mensi tuhost a vetsi
elasti¢nost. Teplota tani je u PHBV piiblizné 130 °C a teplota skelného piechodu -13 °C [48].
Srovnani vlastnosti PHB, PHBV a PP je znazornéno v Tab. 2.

Tab. 2: Srovnani viastnosti PHB, PHBV a PP [40; 49]

Mechanické vlastnosti PHB PHBV PP
Bod tani [°C] 179 145 170
Pevnost v tahu [MPa] 40 32 34,5

Y oungiiv modul pruznosti [GPa] 3,5 1,2 1,7
Taznost [%] 6 50 100-600
Hustota [kg-dm] 1,2 1,15 0,9
Teplota skelného prechodu [°C] 4 -13 -10

2.2.3 Biosyntéza PHA u cyanobakterii

Jestlize se mikroorganismus nachazi ve stresovych podminkach, kdy je mu poskytnut nadbytek
uhlikového zdroje a zaroven dochazi k limitaci biogennich prvk, jako je fosfor, dusik, hot¢ik
nebo sira, za¢ne ve své cytoplazmé syntetizovat zasobni uhlikovy zdroj ve formé¢ PHA, jehoz
polyesterové jadro je obklopeno proteiny. Biosynteticka draha PHA je propojena s ostatnimi
centrdlnimi drahami mikroorganismu, v¢etné glykolyzy, Krebsova cyklu, B-oxidace, syntézy
mastnych kyselin aj [50].

Biosynteticka draha PHA s kratkym fetézcem probiha ve téech krocich. Vychazi z prekurzort,
kterymi mohou byt acetyl-CoA, hydroxybutyryl-CoA a hydroxy-valeryl-CoA. Samotna draha
neni piili§ rozdilnd u heterotrofnich a fotoautotrofnich prokaryot. Prvni krok spociva
v Claisenove¢ kondenzaéni reakci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Tento
krok je katalyzovan enzymem B-kethothiolazou (acetoacetyl-CoA thiolazou). Acetoacetyl-CoA
se dale redukuje acetoacetyl-CoA reduktazou (dehydrogenazou) za ptitomnosti NADPH, ktera
katalyzuje hydrogenaci karboxylové skupiny na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Poté nasleduje
polymerace monomeru a uvolnéni koenzymu A za pfitomnosti enzymu PHB syntazy, a tim
vznika PHB [51; 52; 53]. Biosynteticka draha je zobrazena na Obr. 8.
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Obr. 8: Biosyntetickda draha PHB u cyanobakterii, prevzato, upraveno [53]

Vyse zminéné enzymy jsou kddovany ctyfmi geny, nachdzejicimi se na svou odlisnych mistech
v genomu, které jsou regulované dvéma odlisSnymi operony. Gen phaA2 koéduje enzym f-
kethothioldzu v prvnim kroku biosyntézy. Druhy krok, a tedy druhy enzym, kterym je
acetoacetyl-CoA dehydrogenaza koduje gen phaB2. PHB syntazu v poslednim kroku koduje
phaC gen. [51].

2.2.4 Biodegradace PHA

petrochemicky produkovanych plastd je jejich biodegradace, aneb rozklad materialu
bakteriemi, houbami, nebo jinymi mikroorganismy. PHA se degraduje hlavné za aerobnich
podminek, a to tehdy, jsou-li ziviny, teplota, vlhkost a pH vhodné pro rist mikroorganismu.
Diky tomu dochazi k rozkladu nejlépe v pud€, nebo v kompostu, kde se doba degradace
pohybuje v fadech mésicti. V motském prostiedi se doba degradace pohybuje v fadech nékolika
let. Idealni rustové podminky Se naproti tomu nevyskytuji Vv laboratofich, diky cemuz
biodegradabilita neobtézuje kazdodenni aplikaci. Mimo podminky prostiedi jsou dulezité
| vlastnosti samotného polymeru. Velmi dulezitym parametrem je slozeni PHA, kdy se
slozitosti a komplexnosti polymeru klesa ¢innost degradace. VIiv na rozklad ma také
krystalinita, u které plati, ze ¢im vyssi stupenn krystalinity, tim horsi degradace. Rychlost
degradace dale klesa v zavislosti na molekulové hmotnosti, zde plati pravidlo, ¢im mensi
molekulova hmotnost, tim rychlej$i degradace. Jestlize dochazi k rozkladu polymeru za
aerobnich podminek, degrada¢nimi produkty PHA jsou oxid uhli¢ity a voda, naproti tomu za
anaerobnich podminek vznika methan [40; 54; 55].

Mikroorganismy degraduji PHA plsobenim intracelularnich a extracelularnich depolymeraz.
Esterova vazba ve vodé nerozpustného polymeru je pomoci téchto enzymi hydrolyzovana
a vznikaji ve vod¢ rozpustné oligomery a monomery, vyuzivané mikroorganismy jako zdroje
zivin [55]. Jednotlivé depolymerazy se od sebe lisi jak molekulovou strukturou, tak predevsim
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substratovou specifitou. Jak bylo zminéno v kapitole 2.2.2, PHA se uvniti buniky nachazi
Vv amorfnim stavu a po extrakci mimo buiiku dochazi k okamzité krystalizaci. Substratova
specifita depolymeriza¢nich enzymu funguje praveé na schopnosti rozpoznat tyto dva stavy [56].

Intracelularni degradace PHA v nativnim amorfnim stavu probihé za ptitomnosti intraceluldrni
PHA depolymerazy (phaZ) a spole¢né s ni se Vv zavislosti na mnozstvi uhliku a dusiku odehrava
PHA syntéza. PhaZ mikroorganismu zajist'uje stalou dostupnost monomernich a oligomernich
jednotek PHA [57]. Polymer je pomoci enzymu rozkladan ve sledu nékolika reakci, az na
acetyl-CoA, ktery dale pokracuje do citratového a glyoxylatového cyklu [58]. Po uvolnéni PHA
do prostiedi a jeho denaturaci na krystalickou formu, nejsou intracelularni depolymerazy
schopny polymer dale hydrolyzovat a jsou Vtomto piipadé nahrazeny depolymarazami
extracelularnimi. Jedna se o enzymy s nizkou molekulovou hmotnostni (<70 kDa) a vysokou
stabilitou v Sirokém rozpéti teploty, iontové sily a pH, prestoze jejich pH optimum se nachazi
v rozmezi 7,5-9,8 [55]. Spole¢nou vlastnosti intracelularni a extracelularni depolymerazy je
jejich schopnost hydrolyzovat esterové vazby nachazejici se pouze v (R)-konfiguraci [59].

2.2.5 Produkce PHA u cyanobakterii

V biotechnologickém primyslu dnesni doby probiha produkce PHA ve velkych fermentorech
pomoci heterotrofnich bakterii, jako je Cupriavidus necator nebo rekombinantni Escherichia
coli, které jsou schopny produkovat az 80 % PHA v suché biomase. Pro tyto fermentacni
procesy je zapotiebi velké mnozstvi zdroju organického uhliku, jakym je naptiklad glukoza,
coz predstavuje pfiblizné 50 % celkovych vyrobnich nakladt [60]. Sinice jsou moznou
alternativou pro produkci PHA, jelikoZ se jedna 0 globalni primarni producenty biomasy a pro
vazani atmosférického CO> jim jako zdroj energie staci pouze slune¢ni svétlo [61].

Piirozeny vyskyt PHA u sinic je zndmy pifinejmensim od roku 1966, nikdy vSak nebyly
uvazovany jako potencialni producenti, jelikoz obsah polymeru v suché biomase byl velmi
nizky, a to méné nez 6 % [52; 62]. Jedinou vyjimku predstavuje termofilni zastupce
Synechoccocus sp. MA 19, ve kterém byl zaznamenan obsah PHA az 27 %. Jak jiz bylo vyse
popsano, akumulaci PHA v bakteriich je mozné podpofit ptidavkem uhlikového zdroje
v nadbytku, nebo omezovanim dusiku, fosforu, ¢i kysliku. Doposud nejvyssi produkce PHB
u cyanobakterii za autotrofnich podminek byla zaznamenana ve studii Nishioka a kol. (2001)
u dfive zminéného termofilniho kmene Synechoccocus sp. MA 19, kdy probihala kultivace za
limitace fosforu a kone¢ny obsah PHB v suché biomase ¢inil 55 % [63]. Produkce PHB byla
zkoumana také u modelového kmene Synechocystis sp. PCC 6803. Jeden z prvnich zaznamu
a produkci PHB pomoci tohoto kmene byl v praci Wu a kol. (2001), kdy pii kultivaci za
omezené¢ho zdroje dusiku ¢inil obsah polymeru v suché biomase 4,1 %, a naproti tomu
U cyanobakterii kultivovanych za idedlnich podminek byl obsah polymeru pod detekénimi
limity [64]. Stejny kmen byl zkouman o nékolik let pozdéji v praci Panda a kol. (2007).
Tentokrat jiz kultura kultivovana za idedlnich podminek obsahovala 4,8 % PHB. Buiky
kultivované pfi limitaci dusiku produkovaly 9,5 % polymeru a pfi limitaci fosforu obsahovaly
dokonce az 11,2 % PHB v suché biomase. Pti dodani acetatu a fruktozy, jako dalSich zdroji
uhliku se produkce navysSila az na 38 % polymeru [62]. Schopnost produkce PHA byla
zkoumana také u druhého modelového kmene této prace Synechocystis salina CCALA 192.
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U zminéného zéastupce byl pfi ristu za idedlnich podminek zaznamenan obsah PHB v suché
biomase v rozmezi 5,5-6,6 %. Produkci je mozné navysit obohacenim média o NaCl, nebo
ptidanim dal$iho uhlikového zdroje (napt. acetat) [65].

Dals§i moznosti, jak zvySit mnozstvi produkovaného PHB je pouziti rekombinantnich
producentd. Jedna se o geneticky upravené kmeny, u nichz probéhla bud’ amplifikace genu,
nebo potlaceni biochemickych drah soutézicich o acetat. Na konci 90. let, byl uspéch genetické
modifikace experimentalné potvrzen [52]. Sudesh a kol. (2002) provedli genetickou modifikaci
zastupce Synechocystis sp. PCC 6803, kdy byl do buriky vlozen vektor z Cupriavidus necator
nesouci PHA syntazu. Kultivace probihala za limitace dusikem a kone¢né produkce PHB ¢inila
11 % polymeru v suché biomase [66]. O né€kolik let pozdé&ji Khetkorn a kol. (2016) zkoumali
stejny kmen, ale tentokrat jeho modifikace prob&hla zvysenim exprese nativnich gentt PHA. Pti
fotoautotrofnim ristu za limitace dusikem tento rekombinant obsahoval 26 % PHB v suché
biomase, coz je oproti piivodnim 9,5 % vyrazné zlepSeni. Po pridani acetatu, jako zdroje uhliku
se produkce navysila dokonce az na 35 % PHB v suché biomase [67; 68].

2.2.6 Aplikace PHA

Polyhydroxyalkanoaty, jakozto jedina rodina polyesteri zcela syntetizovana biologickymi
prostiedky, vykazuji zna¢ny potencial pro budouci aplikace jako obalové materialy, biopaliva,
nanovlakna, nebo v biomedicinském odvétvi. Hlavnim divodem K jejich vyuziti jsou podobné
vlastnosti polymert na bazi ropy, zaroven vsak vynikaji biologickou kompatibilitou a dlouhou
dobou vstiebavani. Velkou primyslovou vyrobu lze navic provadét ekologicky a bez slozitého
vybaveni [69].

2.2.6.1 Obalové materialy

Obalové materidly na bazi ropy jsou velkym ekologickym problémem dne$ni doby. PHA
mohou jako biodegradovatelna alternativa tyto materialy nahradit a pomoci tak ke snizeni
zneCisténi zivotniho prostiedi. Biologicky odbouratelné obalové materialy mohou byt pomoci
mikroorganismi rozloZeny na oxid uhli¢ity a vodu. PHA lze diky jeho vlastnostem, metodami
vstiikovani, lisovani a vyfukovani zpracovat na lahve, pytle a jiné filmy [70]. Pfi testovani filmu
z kopolymeru PHBV byla zjisténa jeho stabilita ve vSech simulacich potravin (voda, 3%
kyselina octova, 20% ethanol, isooktan, olivovy olej) a po pfidani 1% ligninu k samotnému
¢istému kopolymeru klesa o 77 % propustnost pro kyslik a o 91 % pro oxid uhlicity. Film je
rovnéz mozné potahnout roztokem oxidu zine¢natého, ¢imz ziskd antibakterialni vlastnosti
vhodné pro vyuziti v obalovych materialech potravin [71; 72].

2.2.6.2 Zdravotnictvi

Biodegradabilita a biokompatibilita déla z PHA vhodného adepta pro adhezi a proliferaci bunék
Vv oblastech tkanového inzenyrstvi a biomediciny [73]. V oboru tkanového inzenyrstvi mohou
byt PHB a kopolymer PHBV pouzity jako matrice pro in vitro proliferaci riznych lidskych
bungk, jako jsou bunky endotelu, izolované hepatocyty a fibroblasty. Pfidanim hydroxyapatitu
(HA) k polymeru PHB vznikne tvrdy kompozit pouzitelny v tkanovém inzenyrstvi kosti. Tento
kompozit nevykazuje zadné zanétlivé reakce ani po jednom roce expozice a vyrazné podporuje
tvorbu kosti [74]. V tkanovém inzenyrstvi kosti je mozné vyuzit také kombinace scaffoldu
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poly(mlécné-co-glykolové kyseliny) (PLGA) a mikrosfér PHBV, ¢imz vznika material
s porovitosti vice nez 80 % [75]. Biodegradovatelné scaffoldy tvotené polymerem PHB maji
své vyuziti i u me¢kkych tkani, a to v tkanovém inzenyrstvi srdecnich chlopni k napravé defektt
a mikrosféry PHBV, podporujici primarni naurony nasly vyuziti, jako scaffoldy v tkanovém
inzenyrstvi neuront [76].

Diky vyse zminénym vlastnostem je o polyhydroxyalknoaty zajem i v oblasti nosic¢u 1é¢iv.
Mikro a nanosféry PHA muzou piedstavovat vrchni obal 1éCiv, dovniti kterého jsou
zakomponovani a pozdéji po degradaci uvolnény 1é¢ivé latky [77]. V 60. letech byl polymer
PHB pouzit v chirurgii k napravé poskozeného mocovodu [78]. Dale mohou byt PHA pouzity
k opravé nervil, jako alternativa ke konvenénimu nervovému S$tépu, jako Kryty ran, nebo
ortopedické implantaty [79].

Jednou z nejrozsifenéjSich oblasti védy, ktera ma Siroké spektrum vyuziti jsou nanotechnologie.
V 1ékafstvi oteviely nové obzory piedevsim kontrolou hmoty v malém métitku [80]. Jednou
z aplikaci PHA v tomto odvétvi je selektivni imobilizace bilkovin na proteinovych Eipech,
slouzicich Kk specifické detekci viru hepatitidy B. Dale se vyuzivaji k tvorbé tenkych filmi
a nanogelt [81]. Koloidni polymerni nano¢astice mohou najit vyuziti, jako o¢ni kapky. PHB
slouzi také pro piipravu nanokapsuli a mikrokapsuli, vhodnych pro cilenou aplikaci 1é¢iv,
naptiklad pti nddorovém onemocnéni jater [82].

2.3  Evolucni inZenyrstvi

Evoluéni inzenyrstvi, jinym nazvem adaptivni laboratorni evoluce (ALE), nebo bunééna fizena
evoluce je, ¢astou pouzivanou metodu Vv biologickych studiich pro nahled do zakladnich
mechanismt molekularni evoluce a adaptivnich zmén, projevujicich se v mikrobidlnich
populacich béhem dlouhodobé selekce za predem stanovenych podminek [83]. Biologicka
katalyza zaroven nabizi nékolik vyhod oproti chemické syntéze, jako je napftiklad
stereoselektivni produkce chemickych sloucenin [84]. Experimenty v ramci adaptativni
laboratorni evoluce jsou stale popularnéjsi technikou jak pro vylepseni mikrobialnich fenotypd,
tak pro zkoumani biologickych jevli. Dané postupy se osvédCily, jako vysoce U¢inné pii
optimalizaci produk¢nich kmend. ALE se tak stalo Siroce vyuzivanym ndstrojem pro
biotechnologické aplikace, vedoucimu ke zlepSeni vynosii a sniZzeni nadkladd v primyslové
vyrobé [83]. V dnesni dobé patii mezi nejbéznéjsi biotechnologické aplikace této metody
aktivace latentnich drah k pouziti neptivodnich substratd, nebo k vytvofeni neptvodnich
produktii, dale rozSifeni moznosti pouzitelnych substratd, jako jsou cukry, a piedev§im
pfizplsobeni bakteridlnich kment riznym podminkdm prosttedi, jako je odolnost vii¢i stresu
bézné se vyskytujicimu v prostorech primyslové vyroby [85]. Oproti genovému inZenyrstvi,
zalozeném na amplifikaci ciziho genu do mikroorganismu neni u ALE zapotiebi znalost
genomu a nedochazi k nepfedvidatelnym neZadoucim reakcim souvisejicim prave s amplifikaci
ciziho genu [86].

Jednou z nejzajimavéjsich vlastnosti mikroorganismu je jejich schopnost rychle se adaptovat
na rozmanité podminky prostiedi [87]. Nejjednodussi forma adaptivni laboratorni evoluce
spoc¢iva v prodlouzené kultivaci bunék ve zvoleném prostiedi tak, aby postupné dochazelo
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k selekci jedinct s vytvofenou prospé$snou mutaci. Vzhledem Kk rychlosti, jakou muizou
vzniknout pfiznivé mutace lze s jistotou fici, ze mnoho biologi adaptivné vyvinulo
laboratorniho mikroba jednoduse prostfednictvim nevyhnutelnych cyklu rustu, chlazeni aj.
podilejicich se na bézné kultivaci bun€k [88]. Spolehlivost evoluce u prirodniho vybéru
odolnych mutanti umoziuje provadét optimalizaci kmene, aniz by byla nutnd znalost
genetickych zmén Kk uskutecnéni téchto mutaci [89]. B&hem mikrobidlni ALE se
mikroorganismus péstuje po del§i dobu za jasné definovanych podminek, a to v fadu tydnii az
let, coz umoznuje selekci vylepSenych fenotypt. Mikrobialni buiiky jsou vhodnymi adepty pro
studie diky jejich nizkym pozadavkiim na Ziviny, lze je snadno kultivovat v laboratofi, obecné
rostou velmi rychle a Ize jich kultivovat n¢kolik generaci béhem dnti az mésicu [83].

2.3.1 Historie evolu¢niho inZenyrstvi

Principy, na nichz jsou zalozeny experimenty evolu¢niho inzenyrstvi sahaji do historie az
k v&dcu, jako byli Antoine van Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch a hlavné Charles
Darwin. Tito panové se zaslouzili o objev mikroorganismti, obecnym pfijetim fakta, Ze bakterie
zpisobuji nemoci a objevem vyznamu piirozeného a umélého vybéru pro biologicky vyvoj
a Slechténi. Prvni adaptivni laboratorni evoluci provedl jiz asi pted sto lety Dr. William
Dallinger, ktery se rozhodl prozkoumat, zda je mozné u organismu s kratkym Zivotnim cyklem
vyvolat tepelné adaptivni zménu. Dallinger po dobu 7 let kultivoval rychle se mnozici prvoky
za postupného zvySovani teploty. Experiment zacinal na 16 °C a po 7 letech skoncil na 70 °C.
Dallinger si také v§iml, Ze po adaptovani prvoci nezvladaji navraceni zpét na teplotu 16 °C, coz
naznacovalo, Ze adaptace na vysoké teploty vedlo ke ztraté schopnosti piezit v teplotach
nizsich. Ackoliv tomuto experimentu chybélo mnoho prvki, které jsou dnes povazovany za
nezbytné pfi studiu evolu¢niho inZenyrstvi, byl v té dobé povazovan za dilezitou demonstraci
evoluce jako takové [90]. V posledni dobé mnozstvi podobnych experimentt piibyva, hlavné
Vv poslednich asi 25 letech, kdy jsou nejvice zkoumanymi mikroorganismy Escherichia coli
a Saccharomyces cerevisiae. Za zminku stoji pfedevsim dlouhodoba studie profesora
R. Lanskieho a jeho vyzkumného tymu z Michiganské statni univerzity. Tento experiment
paralelni adaptace Escherichia coli na gluk6zu ptekracuje jiz 50 000 generaci [83; 91].

2.3.2 Postupy evoluénich experimentii

Vétsina experimentil evolu¢nich studii zafina u klonalnich, nebo inbrednich populaci
modelového organismu. Existuje tedy homogenni a charakterizovany vychozi bod. Pro
pochopeni evoluéni dynamiky je velice uzite¢na znalost rychlosti, s nimiz vznikaji nové mutace
vedouci ke genetické a fenotypové rozmanitosti v populaci. Rychlost mutaci se miize v prubéhu
evolu¢niho ¢asu meénit, je tedy dobré mit informace, jak na tuto rychlost pusobi genetické
a enviromentalni faktory [92].

V evoluénim inzenyrstvi existuji tii hlavni zptisoby uzivané k mnozeni organismu (Obr. 9).
VSechny tyto zpusoby vedou ke vzniku riznych typa genetické dynamiky. Prvni zptsob
pfedstavuje kultivace na pevnych agarovych plotnach. Jedna se o jediny z experimentl
zaloZeny na akumulaci mutaci, které pfinaSeji nahled na ti¢inky novych mutaci a rychlost jejich
vzniku. Z narostlych mateiskych kolonii se vzdy vybere pouze jedna, nebo par dalsich kolonii,
které se prenesou na nové agarové plotny pro dalsi stupen kultivace. Kultivace na pevném
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médiu neumoziiuje miseni jednotlivych kolonii, ¢imz se odstrafiuje geneticka rozmanitost
vedouci k tvorbé novych mutaci bez ohledu na jejich ptfinosny vliv pro populaci. Za téchto
konkrétnich podminek lze jednoduSe spocitat mnozstvi genetickych zmén pfitomnych
V nezavisle se vyvijejicich genomech u znamého poctu generaci a odhadnout tak rychlost
spontanni mutace. Obecnym zavérem studii zabyvajicich se touto problematikou je, ze rychlosti
tvorby spontannich mutaci jsou velice nizké [92].

Dalsim zpusobem provedeni evolu¢nich experimentl, tentokrat zalozenych na adaptivnim
vyvoji, je kontinualni (chemostatické) Kkultivace v bioreaktorech (chemostatech).
V experimentech vyuzivajicich kontinudlni kultivaci dochédzi k neustalému ptisunu Zzivin
a odplavu nahodnych jedinct spoleéné s odpadem chemostatu, coz vede k adaptivni evoluci
a zna¢né genetické rozmanitosti i V populacich, které obvykle udrzuji konstantni velikost [92].
Kultivace v bioreaktorech ptedstavuje vyhodu predevsim v konstantni rychlosti rustu a hustoté
populace, ktera je mnohem vétsi oproti zpisobiim s omezenymi podminkami. Dale je mozné
pfesné kontrolovat zdsobovani zivinami a podminky prostfedi, jako je pH a mnozstvi kysliku.
Hlavni nevyhodou kontinualni kultivace jsou vysoké naklady. | pfi malych nadobach (3 1)
a paralelnim provozu, ktery je k dispozici u mnohych vyrobct, jsou ndklady mnohem vyssi,
nez u ostatnich zptsobu provedeni [93].

Posledni moznosti provedeni evolu¢nich experimentl je sériovy pifenos V baikach, fadici se
taktéz do skupiny zaloZené na adaptivnim vyvoji. V tomto typu experimentu se ¢ast populace
periodicky ptenasi (obvykle denné) na Cerstvé médium a neché se znovu nartist, dokud nedojde
k vyCerpani omezujici ziviny. Takovyto rust také vede K adaptivni evoluci, jelikoz je pii
kazdém pienosu udrzovana geneticka rozmanitost [92]. Tato snadna technika ma vyhody
Vv levném vybaveni a snadném ziskdni masivnich paralelnich kultur. Zaroven 1ze pfi sériovém
pienosu snadno kontrolovat faktory prostiedi, jako je teplota a homogenita kultury. Robustni
banky je mozné nahradit destiCkami s hlubokymi jamkami s jest¢ menSim objemem pro
paralelni péstovani az stovek mikrobialnich kultur. Kultivace v barikach ma vsak stejné jako
ostatni metody své nedostatky. Hlavnim nedostatkem je ménici se hustota populace, kolisani
rychlosti ristu, omezené zasobovani Zivinami a kolisani podminek prostiedi, jako je pH a obsah
kysliku. V mnoha pfipadech nemusi tyto omezeni piedstavovat piekdzku pro nastaveni
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experimenty s mikrobialnim vybérem [94].
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Akumulace mutaci Adaptivni laboratorni evoluce

1) Jednotlive buriky 2) Kontinualni kultura 3) Séricvjr prfenos

ED - Ny, A
@‘@ ﬁ\ é{g

—

Obr. 9: Zpiisoby provedeni evolucnich experimentii, prevzato, upraveno [92]

2.3.3 Adaptace cyanobakterii na stresové faktory

V ptirodé€ 1 v biotechnologickém prostiedi ¢eli mikroorganismy riznym zméndm podminek,
jako jsou vykyvy teploty, pH, atmosférického a hydrostatického tlaku nebo vykyvy v mnozstvi
kysliku. Mikrobialni bunky vyvinuly mechanismy pro uspésné zvladnuti rozmanitych
stresovych podminek a udrzeni buné¢né homeostdzy. Na rozdil od ptirozeného prosttedi mohou
byt v primyslovych procesech buiiky vystaveny nepfirozenym stresim, které mohou mit za
nasledek $patny vykon celého procesu [95]. Mnoho studii evolu¢niho inZenyrstvi zkoumalo
dopad stresti na mikrobialni buiiky a jejich pozdé&jsi adaptaci, coz vedlo K ziskani novych
informaci 0 vzniku specialistil a zdkladnich mutaci, a pouzitelnosti nové vyvinutych bunék pro
prumyslovou mikrobiologii [83].

Jak jiz bylo vySe popsano, cyanobakterie obyvaji témét kazdy kout nasi planety. V rozdilnych
enviromentalnich podminkach musi buiky sinic ¢elit riznym druhtim stresti a deprivace, které
ohrozuji jejich rust a zivotaschopnost. Pro pfizplsobeni a preziti vyvinuly cyanobakterie
nékolik adaptivnich odpovédi vyvolavajicich na pfitomny stres vhodné reakce [96]. Vzhledem
K tomu, ze sinice vyzaduji ke svému rastu slune¢ni energii, je vnimani svétla a vznik
fyziologickych zmén, jako odpovéd na ménici se svételnou intenzitu dilezitou adaptacni
reakci. Soucasti hlavniho systému adaptace na svétlo jsou fykobilizomy [97]. Nékolik kment
je dokonce schopno ménit sloZeni svych fykobilizoml vreakci na kvalitu svétla
prostiednictvim mechanismu znamého jako komplementarni chromaticka aklimatizace [98].
Pohyblivé druhy kromé toho pouzivaji k pohybu smérem optimalnich svételnych podminek
proces fototaxe [99]. Jednou ze slozek slunecniho zafeni je také pro organismy skodlivé UV-
B, dopadajici na povrch Zemé v dusledku oslabené ozonové vrstvy. UV-B indukuje ptimé
poskozeni proteint a nukleovych kyselin a neptfimé oxidacni poSkozeni biomolekul, coz vede
k vazné ztrate fotosyntetickych schopnosti, omezeni rychlosti ristu a snizeni schopnosti preziti
[100]. Na zastupcich Synechocystis sp. PCC 6803, N. commune a Anabeana byly studovany
zmény v proteomu po vystaveni UV-B zéfeni. Bylo zjiSténo, Ze kratkodoba Sokova reakce
postihuje membranu a proteiny s membranou spojené, zatimco dlouhodobé vystaveni zafeni
primarné méni cytoplazmatické proteiny. Je zfejmé, ze cyanobakteridlni adaptace na UV-B
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stres spociva v modifikaci membrany, cytosolickych proteinti a metabolitti podporujicich rust
buiiky [101; 102].

Jestlize ve fotosyntetickych organismech intenzita pienosu elektronti fizenych svétlem
prekonava rychlost spotfeby elektronti béhem fixace CO2, jsou nevyhnutelné¢ generovany
reaktivni formy kysliku (ROS), jako je samostatna molekula kysliku (*O2), hydroxylovy radikal
(OH"), superoxidovy anion (O2") a peroxid vodiku (H20>). Stav nerovnovahy, kdy hladina ROS
pfevySuje mnozstvi antioxida¢nich molekul, se nazyva oxidacni stres. Sinice, stejné jako
vSechny zivé organismy vyvinuly n€kolik obrannych systémii, které eliminuji nékteré z téchto
ROS. Jako obranny mechanismus miize cyanobakteriim slouzit nefotochemické zhaseni
excitacni energie prostfednictvim komplexu PS II, kdy dochézi k okyseleni lumenu thylakoidu,
coz ma za nasledek modifikaci karotenoidu violaxantinu na zeaxantin, ktery 1épe piijima
energii. V boji proti ROS se podileji také enzymatické obranné mechanismy, jako je aktivita
superoxid dizmutazy, glutathion peroxidazy aj [96; 103].

Mikroorganismy se velice ¢asto musi potykat také s osmotickym stresem zptisobenym ménici
se koncentraci anorganickych iontd v zivotnim prostiedi. Toxicita soli omezuje procesy rustu,
fotosyntézy, dychani a bunécné metabolismy [102]. Vysoka koncentrace iontd v médiu vede
k osmotické ztrat¢ vody a souCasnému zvySeni anorganickych iontl Skodlivych pro
makromolekuly v buiice. Naproti tomu pfi nizké koncentraci iontti proudi voda z okolniho
prostiedi do buriky, coz ma za nasledek bunécnou lyzi. Biologické membrany jsou prvni, kdo
vnimd zmény prostfedi a podle toho modifikuji lipidové a proteinové slozky. V boji
S hypertonickym stresem byla pozorovana zména poméru sterolti ku fosfolipidim v lipidové
dvojvrstve, coz zvySuje tuhost membrany a snizuje propustnost pro NaCl. Mimo tento obranny
mechanismus sinice, stejné jako mnoha jina nehalogenni prokaryota, reaguji na osmoticky stres
hromadénim malych organickych latek (osmolytd), casto ve formé cukri a sledovanim
aktivniho exportu anorganickych iontd [104; 105]. Mnoho studii, ve kterych bylo zkoumano,
jakym zpisobem se Synechocystis adaptuje na stres soli prokazalo, ze probihajici bunééné
reakce jsou dynamické procesy vyskytujici se na riznych trovnich, véetn¢ alosterické regulace
aktivity n¢kolika transportéri a enzymt, jakozto i globalni zmény v procesu genové transkripce
[106].

S vyjimkou extremofilnich zastupci je vétSina mezofilnich kmeni citliva na teplotni vykyvy.
Kolisani teploty ovliviiuje témét vSechny hlavni slozky a funkce bunék v zavislosti na dobé
a intenzité expozice [107]. Pisobenim vysoké teploty jsou inhibovany procesy fotosyntézy
a fixace dusiku, proto jsou molekularni reakce na teplotni Sok zasadni. Mimo to zvySeni teploty
zpisobuje také nadmérnou tekutost lipidii a modifikaci proteinli, coz vede k uniku iontid
z membrany. Jako obranou reakci na teplotni posuny indukuji sinice expresi gend teplotniho
Soku (HSP). HSP jsou molekularni chaperony, nebo proteazy hrajici hlavni roli v proteostaze
a maji schopnost stabilizovat lipidové membrany [108]. Teplotni stres nemusi byt vyvolan
pouze vystavenim mikroorganismu vysoké teploté, ale miize byt zptisoben vystavenim teploté
niz8i, nez je optimum pro rust. Vystaveni teplotdm niZ§im, neZ je optimum pro rist ma za
nasledek sniZeni tekutosti bunécnych membran a efektivity transkripénich a translacnich
procest. Cyanobakterie se pii snizeni teploty brani produkci proteind studené¢ho Soku (CSP),
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slouzicich k navySeni transkripénich a translacnich procest, pisobenim na sekundarni nukleové
kyseliny. Druhou odpovédi je indukce desaturovanych mastnych kyselin, ktera vyvazuje
snizeni tekutosti membrany [109].

2.3.4 Aplikace evolu¢niho inZenyrstvi

Evolu¢ni inzenyrstvi se stalo cennym nastrojem V metabolickém inZenyrstvi pro vyvoj
a optimalizaci kment a pro zlepsenim mikrobialni zdatnosti prostiednictvim ptedvidatelnych
mechanismu. Aplikaci ALE lze rozd€lit do péti zakladnich oblastni [88].

2.3.4.1 Optimalizace rychlosti ristu

Zatimco celkova zdatnost mikroorganisma je velice komplexni zalezitost zavisla na mnoha
faktorech, rychlost rustu je v experimentech ALE obecné z téchto faktorti nejdulezitéjsi [110].
Ackoliv jsou ostatni kategorie aplikaci evolu¢niho inzenyrstvi vice specializované,
obohacovani adaptivnich mutantli by nebylo mozné bez vyhody ristu oproti ptivodnim
kmentim [111]. Kli¢ovym diivodem pro pouziti mikroorganismi v biotechnologiich a vyzkumu
je jejich kratka doba reprodukce a ALE umoziuje vylepSeni této Zadouci vlastnosti. Evolu¢ni
inzenyrstvi jiz bylo pouzito k optimalizaci rychlosti ristu u riznych mikrobialnich druhut, ke
zmirnéni rustovych defektd nové vytvofenych kmend, nebo ke studiu jak a pro¢ se rychlost
ristu méni v prubéhu evoluce. Mimo aplikaci pro navyseni rychlosti ristu, je ALE také mozno
pouzit jako techniku zaméfenou na vybér komponent rychlost riistu omezujicich [88].

2.3.4.2 ZvySeni tolerance stresu

V ptipadé vystaveni mikroorganismi stresu, reaguji buiiky aktivaci stresovych odpovédi. Tento
bunécény stres mize byt zpisoben nevhodnym prosttedim, které indukuje urcitou formu
nespravné metabolické regulace, nebo po vystaveni specifickym inhibi¢nim chemikaliim
a biomolekulam [88]. Studie evolu¢niho inZenyrstvi zkoumaji adaptivni reakce na mnoho
stresovych faktorti prostiedi, jako jsou rtizné tirovné pH, osmoticky tlak, teplota, UV zafeni,
inhibitory (nejcastéji produkty metabolismu) a nutriéni stresory. Vyuziti ALE k pochopeni
stresovych reakci a pifekonani inhibice ristu je jedna z nejpopularnéjSich a historicky
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2.3.4.3 Utilizace substrdtu

Pro uspokojivou produkci metabolith a dalSich produkti zajimavych pro primyslovou aplikaci
je nezbytnd efektivni utilizace substratu. Existuje pfima souvislost mezi celkovou kondici
organismu a schopnosti efektivné pfijimat a metabolizovat omezujici rlistové Ziviny.
Experimenty evolu¢niho inzenyrstvi s vhodné navrzenymi podminkami prostfedi nenédpadné
odhaluji mutace vedouci k silnému ristu na vybranych substratech. Primérni motivace pro
zlepseni utilizace substratu organismem spociva v udrzeni aktualni trzni ceny [113]. ALE lze
pouzit jako nastroj pro zlepSeni utilizace substratu a metabolismu, vétSinou vyrovnanim
rustovych inhibi¢nich u¢ink toxickych produktl, nebo fixaci nespravné regulace metabolické
drahy v neoptimalnich ristovych podminkach [88].

2.3.4.4 ZvySeni vynosu
Maximalizace bioprodukce sledovanych metabolitl je obtiznym tkolem a racionalni pfistupy
vybéru kmeni pro dosazeni pozadované produktivity ¢asto nestaci. Hlavni zdroj obtizi spoc¢iva
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v konfliktu mezi rychlym ristem kmene a pro celkovou kondici bunky nevhodnou pfeménou
bunécnych zdroji na velké mnozstvi pozadované suroviny. K piekondni této prekazky
a optimalizaci produkce Ize vyuzit metod evoluéniho inzenyrstvi se spravnym experimentalni
designem [88; 114].

2.3.4.5 Vieobecné objevy

Tim, ze ALE umoziuje pozorovani evolucnich vysledkd v kontrolovaném laboratornim
prostfedi, usnadiiuje vyzkum zikladnich bioprocest. Studie evolu¢niho inzenyrstvi ptinesly
novy pohled na dilezité evolu¢ni jevy, jako je klonalni interference, rychlost a mechanismus
vyvoje mutace a reakce na genetické poruchy. ALE se pouziva také ke studiu zakladnich

aspektii biologie, jako jsou reakce regulacnich gend na vnéjsi stresory nebo na nové prostredi
[88; 115].
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3

3.1
3.1.1

EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pFistroje

Pouzité bakterie

V této diplomové praci byly jako ukézkové mikroorganismy pouzity cyanobakterialni kmeny
Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192. Kmeny byly poskytnuty
vyzkumnou skupinou pod vedenim Ass. Prof. Ines Fritz, PhD pracujici pro University of
Natural Resources and Life Science (Universitit fiir Bodenkultur — BOKU, Wien), Vienna,
Institute of Environmental Biotechnology, Tulln an der Donau, Rakousko.

3.1.2

Pouzité chemikalie

Citrat Zelezito-amonny, Sigma-Aldrich s.r.o.
Dimetyl sulfoxide, Sigma-Aldrich s.r.o.

Dusi¢nan sodny. Sigma-Aldrich s.r.o.

Dusi¢nan Zeleznaty nonahydrat. Lach-Ner s.r.o.
Etanol absolut., Sigma-Aldrich s.r.o.
Etylendiamintetraacetat sodny, Lach-Ner s.r.o.
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich s.r.o.
Hydroxid sodny, Lach-Ner s.r.o.

Chlorid sodny, Lach-Ner s.r.o.

Chlorid véapenaty dihydrat, Lachema a.s.
Chloroform, Sigma-Aldrich s.r.o.

Kyselina benzoova, Sigma-Aldrich s.r.o.

Kyselina citronova, Sigma-Aldrich s.r.o.

Kyselina sirova, Sigma-Aldrich s.r.o.

Metanol, Sigma-Aldrich s.r.o.

Peroxid vodiku 30%, Lach-Ner s.r.o.

Siran hofe¢naty heptahydrat, Sigma-Aldrich s.r.o.
Siran méd’naty pentahydrat, Lachema a.s.

TES (Trace Elements Solution), BOKU, Tulln an der Donau
SYTOX™ Blue Dead Cell Stain for flow cytometry, Thermo Fisher Scientific
Uhlicitan sodny, Sigma-Aldrich s.r.o.

Veskeré pouzité chemikélie byly v Cistoté p.a. a vyssi.

3.1.3

Pouzité pristroje

Analytické vahy, Boeco

Centrifuga Hettich EBA 20, MANEKO

Centrifuga MIKRO 200, Hettich

Laminarni box Aura mini, BioAir-Euroclone

Lampa MASTER Colour CDM-T MW eco 230W/842 E40
Nanofotometr P 300, Implen

Magneticka michacka Magnetic Sterrier MMS-3 000, BioSan

30



3.2

Plynovy chromatograf s FID (Trace 1 300; kolona: DB-WAX 30 m by 0,25 mm),
Thermo Scientific

Pratokovy cytometr NL-2 000, Cytek Bioscience, Cytek Flow Cytometry Products
Piedvazka EW 620-3NM, KERN

Temperovana tfepacka Incubator 1 000, Heidolph

Termoblok Block heater SBH 130D, Stuart

Trepacka SHO-2D, Witeg Germany

UV/VIS spektrofotometr Hitachi U3900H, Hitachi High Technologies America Inc.
Vortex, Heidolph Reax Top

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

Priprava médii

3.2.1 Priprava média M220
V této praci byly porovnavany dvé kultiva¢ni média o riznych sloZenich, jednim z nich bylo
médium M220.

Slozeni kultiva¢niho média M220:

NaNOs 0,450 ¢
Fe(NOs)s - 9 H20 0,025 g
MgSQO4 -7 H20 0,100 g
CaClz - 2 H,0 0,600 g
TES 1,500 ml
Na>COs3 0,200 g
K2HPO4 0,080 g
Destilovana voda 1000 ml

SloZeni roztoku stopovych prvka TES:

H3BO3 0,509 g
CuSOq4 - 5 H0 0,150 g
Kl 0,181 ¢
FeCls - 6 H20 0,293 ¢
MnSOs - H20 0,296 g
NazMoOs - 2 H20 0,082 g
NiSos - 6 H20 0,275¢
Co(NOs3)2 - 6 H20 0,100 g
ZnS04 - 7 H20 0,490 ¢
KAI(SO4)2 - 12 H20 0,395 ¢
KCr(S0a4)2 - 12 H20 0,470 g
Destilované voda 1000 ml

V prvnim kroku piipravy byl Vv samostatné kadince s 500 ml destilované vody smichan

dusi¢nan sodny, nonahydrat dusi¢nanu Zelezitého, heptahydrat siranu hotfecnatého a dihydrat
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chloridu vapenatého. Roztok byl ponechani po dobu 10 minut na magnetické tfepacce. Do dalsi
kadinky bylo naméfeno 400 ml destilované vody, do které byl vmichén uhli¢itan sodny
a hydrogenfosfore¢nan draselny, roztok byl opét ponechan na magnetické michacce do
rozpusténi vSech komponent. Po rozpusténi veskerych pevnych slozek byly roztoky za stalého
michani slity dohromady a byl pfidan roztok stopovych prvki TES. V kone¢ném kroku doslo

k doplnéni celkového objemu na 1 000 ml a hotovy roztok byl ponechan v lednici pii 4 °C.

3.2.2 Ptiprava média BG-11

Jak bylo vy$e zminéno v této praci byla pouzita dvé média. Druhé médium pro Kkultivaci

cyanobakterii nese oznaceni BG-11.

SloZeni roztoku 100x BG-11:

e NaNOs

e MgSOQOs - 7 H20

e CaClz-2H0

e Kyselina citronova
e NaEDTA

e TES

e Destilovana voda
Slozeni roztoku stopovych prvki TES:

e H3BO3

e MnCl; - 4H0

e ZnS0O4-7H20

e NaMoO; - 2 H,O
e CuSOs - 5H0

e Co(NOgz)2 - 6 H.0
e Destilovana voda

149,60 g
7499
3,609
0,60 g
1,12 mi

100,00 mi

898,88 ml

2,869
1819
0,22 g
0,399
0,08 ¢
0,05¢g
1000 ml

Slozeni roztoku 1 000x citrat Zeletito-amonny:

e (Citrat Zelezito-amonny
e Destilovana voda

Slozeni roztoku 1 000x Na;COs:

e NaCOs
e Destilovana voda

Slozeni roztoku 1 000x KoHPO4:

o KoHPO,4
e Destilovana voda

0,60 g
100,00 ml

2,009
100,00 ml

3,05¢9
100,00 ml
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Nejprve byly podle ndvodu pfipraveny zasobni roztoky 100x BG-11, 1 000x citrat zelezito-
amonny, 1000x uhli¢itan sodny a 1000x hydrogenfosfore¢nan draselny. Pro piipravu
kone¢ného média bylo do 987 ml destilované vody napipetovano 10 ml zasobniho roztoku 100x
BG-11 a po 1 ml zbylych zasobnich roztoka citratu Zelezito-amonného, uhli¢itanu sodného
a hydrogenfosforecnanu draselného. Pripravené médium bylo ponechano v lednici pii 4 °C.

3.2.3 Kaultivace cyanobakterii

90 ml ptipravené¢ho média bylo odméteno do 250 ml Erlenmeyerovych ban¢k a vysterilizovano
po dobu 30 min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo do ¢istétho média zaockovano
V laminarnim boxe 10 ml cyanobakterialni kultury. Po sterilnim uzavieni byla média
S kulturami vloZena na tfepacku pod zdroj svétla, kde probihala kultivace pii 23-26 °C, za
svételného rezimu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Rychlost tiepani byla nastavena na 90 rpm
a kultivace probihala po dobu 30 dnt.

3.3  Experimenty evolu¢niho inZenyrstvi

V ramci experimentil adaptivni laboratorni evoluce jejichz cilem byl zisk adaptovanych kmend,
byly jako selekéni tlaky prostiedi zvoleny piidavky H202 a Cu?*. H,0, bylo zvoleno, jelikoz se
jedna o nejéastéji vyuzivany riistovy inhibitor sinic zptisobujici oxida¢ni stres. Vybér Cu?* jako
selekéniho tlaku prostfedi byl podminén tim, ze se jedna o bézné€ se vyskytujici kov a zaroven
existuji naznaky o vztahu mezi médi a produkci PHB u kmene C. necator H16 [116].

3.3.1 Adaptace na H202

Pro experiment adaptace cyanobakterii na peroxid vodiku bylo pouZzito médium M220, ve
kterém prob¢hla kultivace mikroorganismi Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina
CCALA 192 (viz 3.2.3). Po 4 tydnech bylo do narostlych kultur v prostfedi laminarniho boxu
pfidano vypocétené mnozstvi peroxidu vodiku tak, aby kone¢né koncentrace ¢inily 50, 100
a 200 mmol (pti pouziti 30% roztoku). Po pfidavku byly kultury opét sterilné uzavieny
a vraceny na tiepacku pod zdroj svétla. Veskera média byla v paralelnim provedeni a zaroven
byly ke kazdé kultuie kultivovany kontroly bez pfidavku peroxidu vodiku. Kultivace kultur
takto probihala po dobu 21 dn.

3.3.2 Adaptace na Cu®*

Pro experiment adaptace cyanobakterii na méd’ byla pouzita média M220 a BG-11. Do 250 ml
Erlenmeyerovych ban¢k bylo odméteno 90 ml média, do kterého bylo pfidano vypocitané
mnozstvi pentahydratu siranu méd’natého tak, aby koneéné koncentrace Cu?* v médiu ¢inily
10, 50 a 200 mg/l. Takto ptipravena média byla vysterilovana po dobu 30 min a ochlazena na
laboratorni teplotu. Po ochlazeni bylo do médii v prostfedi laminarniho boxu zaockovano 10 ml
dané cyanobakterialni kultury a po sterilnim uzavieni byly baniky ponechany na tfepacce pod
zdrojem svétla pti laboratorni teploté, 90 rpm a svételném rezimu 16 hodin svétla a 8 hodin
tmy. Veskera média byla pfipravena v paralelnim provedeni a ke kazdé kultufe byla kultivovana
kontrola bez obsahu médi v médiu. Po 32. dnech bylo 10 ml z kazdé kultury, kromé kontrol,
preockovano do 90 ml nového média s koncentraci Cu?* 10 mg/l a nové zao¢kovana média byla
vlozena na tiepacku pod zdroj svétla.
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3.4  Vystaveni cyanobakterii akutnimu stresu

Experimenty akutniho stresovani spo¢ivaly ve vystaveni kultury ur¢itému selekénimu tlaku po
kratkou dobu (desitky minut az 24 h) a nasledném posouzeni zmény viability bunék. Vzorky
byly vzdy v paralelnim provedeni a ke kazdému méteni byla pripravena pozitivni kontrola Cisté
kultury bez vystaveni selek¢nimu tlaku a negativni kontrola vznikla povafenim kultury po dobu
15 minut.

3.4.1 Tepelny stres

Do zkumavek typu Eppendorf o objemu 2 ml bylo v laminarnim boxe odebrano po 1 ml
kultury. Zkumavky byly poté vlozeny do vodni 1azné vytemperované na zvolenou teplotu (35,
40 a 45 °C) po dobu 30 minut. Po vychlazeni byla u vzorkti proméfena viabilita bun¢k.

3.4.2 Stres mrazem

V laminarnim boxu byl napipetovan 1 ml kultury do zkumavek typu Eppendorf o objemu 2 ml.
Takto pripravené vzorky byly vlozeny do mraziciho boxu a ponechany zde po dobu nutnou
K aplnému zmrazeni média. Pro zkraceni doby nutné k zamrznuti byly zkumavky do boxu
polozeny vodorovné. Po uplném zamrznuti kultury byly veskeré vzorky rozmrazeny pfi
laboratorni teploté. Vzorky uréené pro 1 cyklus mrazeni byly zpracovany a vzorky urcené pro
2 cykly mraZeni byly vloZeny zpét do mraziciho boxu. Po opétovném zamrznuti média byly
vzorky rozmrazeny pfi laboratorni teploté a zpracovany pro méteni viability bunék.

3.4.3 Stres kationty Cu?*

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 600 mg/l Cu?* rozpusténim 23,58 g
pentahydratu siranu médnatého ve 100 ml destilované vody. V lamindrnim boxe bylo do
Erlenmeyerovych banék o objemu 25 ml napipetovano vypoétené mnozstvi kultury doplnéné
0 roztok pentahydratu siranu méd’natého tak, aby kone¢ny objem vzorku ¢inil 5 ml. Takto
ptipravené vzorky byly umistény na tfepacku pod zdroj svétla na pfedem urcenou dobu
pusobeni stresového faktoru.

3.4.4 Osmoticky stres chloridem sodnym

V laminarnim boxu byly do Erlenmeyerovych banék o objemu 25 ml napipetovany 3 ml
cyanobakteralni kultury. Do kultury bylo navdzeno vypoctené mnozstvi chloridu sodného tak,
aby vznikly roztoky o koncentracich 10 a 20% obj. NaCl. Takto ptipravené vzorky byly vlozeny
na tiepacku pod zdroj svétla, kde probihalo ptisobeni stresového faktoru po dobu 2 hodin.

3.4.5 Stres peroxidem vodiku

V prostiedi laminarniho boxu bylo do Erlenmeyrovych ban€k o objemu 25 ml napipetovano
vypoctené mnozstvi kultury a peroxidu vodiku (30% roztok) v pomérech odpovidajicich
koncentraci 10% obj. H2O2, kdy kone¢ny objem vzorku ¢inil 5 ml. Takto vytvofené vzorky

byly vloZeny na tfepacku pod zdroj svétla, kde probihalo plsobeni stresového faktoru po dobu
2 hodin.

3.4.6 Stres ethanolem
V laminarnim boxu byla do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 25 ml napipetovana kultura
aroztok absolutniho ethanolu v pomérech odpovidajicich koncentraci 10% obj. EtOH

34



a 0 kone¢nému objemu vzorku 5 ml. Takto ptipravené vzorky byly vlozeny na tfepacku pod
zdroj svétla na dobu 2 hodin.

3.5 Stanoveni biomasy

Obsah biomasy V jednotlivych vzorcich byl stanovovan jak gravimetricky, tak
spektrofotometricky. Stanoveni obsahu biomasy probihalo vzdy pii ukonceni experimentu,
popiipad¢ probihalo stanoveni v pravidelnych intervalech po cely ¢as kultivace v zavislosti na
typu experimentu. Ve vysusené biomase byl nasledné stanoven obsah polyhydroxyalkanoati.

3.5.1 Spektrofotometrické stanoveni obsahu biomasy

Pti spektrofotometrickém stanoveni biomasy je méfeno mnozstvi svétla o urcité vinové délce
absorbovaného vzorkem. Ptiprava vzorkd probihala napipetovanim kultury ptimo do kyvety
0 objemu 2 ml. Kyveta byla vlozena do spektrofotometru a probéhlo proméfeni absorbance pii
vinové délce 485 nm, rovnajici se vinové délce absorbance chlorofylu. Jako blank bylo pouzito
¢isté médium, v pfipad¢ vzorkt obsahujicich pentahydrat siranu méd’natého byla do média pro
blank pfiddna stejna koncentrace, jako nachazejici se ve vzorku. V ptipadé potieby byly vzorky
nafedény Cistym médiem tak, aby absorbance nepiesahovala ¢islo 1. Veskeré méfeni prob&hlo
ve tfech paralelnich provedenich.

3.5.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

Pro gravimetrické stanoveni biomasy bylo z kazdého vzorku napipetovano 10 ml do dvou
centrifuga¢nich zkumavek. Zkumavky byly vlozZeny do centrifugy a sto¢eny po dobu 15 minut
pii 3 461 g. Nasledné byl slit supernatant a vznikly pelet byl rozsuspendovan v 1 ml destilované
vody. Nasledovalo opétovné stoceni po dobu 5 minut pii 3 461 g. Po stoceni byl supernatant
slit a oteviené centrifugac¢ni zkumavky byly vloZeny do susarny nastavené na teplotu 70 °C.
Biomasa byla susena do konstantni hmotnosti a po vysusSeni byla zvaZzena na analytickych
vahach. Zpétné probehlo vyhodnoceni koncentrace biomasy v pivodnich vzorcich v g/l.

3.6  Stanoveni obsahu PHA v biomase
Stanoveni obsahu polyhydroxyalkanoatli v suché biomase bylo provedeno pomoci plynové
chromatografie s FID (plamenovy ioniza¢ni) detektorem.

3.6.1 Ptiprava kalibracnich roztoki pro plynovou chromatografii

Do péti piedem ptipravenych krimpovacich vialek o objemu 2 ml byl na analytickych vahach
navazen praskovy PHB standard v rozmezi 3-10 mg. Tyto navazky nasledné¢ odpovidaly
bodim kalibra¢ni zavislosti. V prostfedi digestofe byl ke standardu napipetovan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml transesterifika¢ni smési (15% kyselina sirova v methanolu a 5 mg/ml
vnitiniho standardu, kyseliny benzoové). Vialky byly uzavieny, protiepany a po dobu 3 hodin
udrZzovany v termobloku pii teploté 94 °C. Po vyjmuti z termobloku byly smési ochlazeny pii
laboratorni teplot¢ a poté zneutralizovany ve sroubovacich vialkach o objemu 4 ml obsahujicich
0,5 ml 0,05 M NaOH. Po protiepani a odd¢leni fazi bylo do novych Sroubovacich vialek
0 objemu 2 ml napipetovano vzdy 950 ul izopropanolu a 50 ul spodni chloroformové faze
obsahujici methylestery 3-hydroxyalkanovych kyselin. Vialky byly okamzité zaSroubovany
a roztoky nasledné¢ analyzovany pomoci plynové chromatografie.
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3.6.2 Priprava vzorki pro plynovou chromatografii

Do piedem pfipravenych krimpovacich vialek bylo navazeno piiblizné 10 mg vysuSené
biomasy. V prostiedi digestoie bylo stejné¢ jako v kapitole 3.6.1 ke vzorkim ptidano 1 ml
chloroformu a 0,8 ml transesterifikacni smésy skladajici se z 15% kyseliny sirové v methanolu
a 5 mg/ml ISTD, kyseliny benzoové. Vzorky byly uzavieny, protiepany a vlozeny do
termobloku, kde probihal proces esterifikace po dobu 3 hodin pii teploté¢ 94 °C. Po ukonéeni
esterifikace byly vzorky vyjmuty, ochlazeny na laboratorni teplotu a neutralizovany v 0,5 ml
0,05 M roztoku hydroxidu sodného. Po oddéleni fazi bylo do novych Sroubovacich vialek
napipetovano 950 ul izopropanolu a 50 ul spodni chloroformové faze. Vzorky byly nakonec
zavickovany a spolecné se standardy analyzovany na plynovém chromatografu.

3.7  Stanoveni viability bunék metodou priitokové cytometrie

Viabilita (Zivotaschopnost) cyanobakteridlnich bun€k po vystaveni stresovym faktorim byla
sledovana metodou prutokové cytometrie. Jednd se o technologii, pomoci které dochazi
K rychlé analyze jednotlivych bunék nebo ¢astic suspendovanych v roztoku. Jednotlivé buiky
Vv pribéhu méteni prochazi paprskem jednoho, nebo vice laseril a nasledn¢ dochazi k analyze
rozptyleného zafeni a vzniklé fluorescence. Detekce rozptyleného svétla probihda ve dvou
smérech, a to ve sméru pfimém vzhledem ke zdroji zafeni (160-180°) a ve sméru kolmém
vzhledem ke zdroji zafeni (90°). Data ziskana z pfimého sméru rozptylu vzhledem ke zdroji
zatreni udavaji informace o velikosti buiky a data ziskana z kolmého sméru vzhledem ke zdroji
svétla udavaji vnitini slozitost buitky. Metoda priutokové cytometrie jiz naSla své uplatnéni
v oborech, jako jsou imunologie, virologie a molekularni biologie [117].

3.7.1 Priprava vzorki pro pritokovou cytometrii

Vzorky byly pfipraveny v paralelnim provedeni napipetovanim 1 ml kultury do zkumavek typu
Eppendorf. Kultura byla nasledné vloZena do centrifugy a sto¢ena po dobu 3 min pii 2656 g.
Po ukonceni centrifugace byl odpipetovan supernatant a vznikly sediment byl promyty 1 ml
PBS pufru*. Do novych zkumavek typu Eppendorf byla pfipravena 50krat ziedéna kultura
smichanim 980 ul PBS pufru a 20 ul promyté kultury. Z mraziciho boxu byla vyjmuta
mikrozkumavka obsahujici barvivo SYTOX™ Blue Dead Cell Stain, které bylo v temnu
rozmrazeno pii laboratorni teploté. Do pfipravenych vzorkli bylo napipetovano 0,5 pl
rozmrazené¢ho barviva a takto pfipravené kultury byly ponechdny po 10 minut ve tmé pii
laboratorni teploté.

Nasledné byly vSechny vzorky proméfeny na pritokovém cytometru S pouzitim fialového
kanalu V4, rozsahu vinovych délek 466-481 nm a nastavenim pro méfeni 10 000 udalosti.

*Slozeni PBS pufru (pH 7,4):

e NaCl 8,009
o KCI 0,209
e NayHPOs - 2 H0 1,44 ¢
o KH>PO4 0,24 ¢
e Destilovana voda 1 000 ml
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3.8 Stanoveni cyanobakterialnich barviv

3.8.1 Stanoveni cyanobakterialnich barviv metodou UV-VIS spektroskopie

Ptiprava vzorku pro méfeni na UV-VIS spektrofotometru spocivala v pfimém napipetovani
3 ml kultury do kfemenné kyvety. Kyveta byla vlozena do pfistroje a probehlo méteni
v rozmezi vinovych délek 900-200 nm s krokem 0,5nm a v difizn¢ transmisnim modu
(integracni koule). Jako blank byl pouzit PBS pufr (kapitola 3.7).

3.8.2 Stanoveni cyanobakterialnich barviv extrakci

Pro predejiti degradace vyextrahovanych pigmentl probihal cely tento experiment pfi
tlumeném svétle. Do zkumavek typu Eppendorf byl napipetovan 1 ml cyanobakteralni kultury,
ktery byl vloZen do centrifugy a sto¢en pii 15000 g po dobu 7 minut. Po stoceni byl slit
supernatant a k peletu byl ptidan 1 ml methanolu ptedchlazeného na teplotu 4 °C. Vzorek byl
zhomogenizovan pomoci vortexu, piikryt alobalem a vlozen na 20-60 minut do lednice
0 teploté 4 °C. Nasledné byla kultura vlozena do centrifugy a stocena pii 15 000 g po dobu
7 minut. Vizualn€ byl zkontrolovan pelet, zda je jeho barva nafialov€ld, a naopak neni vidét
zadny naznak zelené. V piipadé piitomnosti zelené barvy byl zopakovan krok homogenizace
ainkubace v lednici. Takto pfipravené vzorky byly proméfeny na spektrofotometru pii
vlnovych délkach 470, 665 a 720 nm. Jako blank byl pouzit methanol. VSechny vzorky byly
V paralelnim provedeni.

Koncentrace chlorofylu a a karotenoidl ve vzorku byla poté vypoctena pomoci nasledujicich
rovnic:

cm(Chl,) = 12,9447 (Ages-A720) [ug/ml] )
c(Chl,) = 14,4892- (Age5-A720) [Hm] 2)
cmChl, ©)

cm (Karotenoidy) = [1,000-(A479-A720)-2,86+( ) [ug/ml]

221

37



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace média

| pfesto, Ze cyanobakterie jsou odolné a rostou v Siroké Skéle prostfedi je potieba jejich
podminky ristu zoptimalizovat, aby cely proces kultivace probihal rychle a efektivné
s minimalnimi naklady. Pro maximalni vytézky prob&hla optimalizace médii, kdy byl
pozorovan narast kment Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192 ve
dvou riznych médiich a v riznych objemech. Slozeni obou pouzitich médii M220 a BG-11 je
popsano v kapitole 3.2. Nartst biomasy byl pozorovan po 30 dnech kultivace jak
spektrofotometrickou, tak gravimetrickou metodou a zaroven bylo také posouzeno za jakych
podminek produkuji kmeny nejvétsi mnozstvi polyhydroxyalkanoatt. Po ukonceni kultivace
obou kment se projevil problém s kmenem Synechosystis salina CCALA 192, jehoz narGst
nebyl vizualné zaznamenan v zadném z pfipravenych médii a pfitomnost biomasy nebyla
pozdé¢ji zaznamenana ani jinou metodou. Neschopnost cyanobakterialni kultury rist mohla byt
zpusobena nekvalitni zaockovavaci kulturou. Optimalni médium bylo tedy vyhodnoceno pouze
z kultivace kmene Synechocystis sp. PCC 6803.
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Obr. 10: Vysledné hodnoty absorbanci kultury Synechocystis sp. PCC 6803 na riiznych typech
médii a v ruznych objemech

Na Obr. 10 je mozné pozorovat vysledky spektrofotometrického stanoveni biomasy, na kterych
médiu M220 vykazuje vétsi nartst kultury nez médium BG-11. Jako nejvhodné&jsi objem pro
kultivaci se z naméfenych hodnot jevi 100 ml média, kde naméfena absorbance odpovidala
hodnoté€ 17,37. Tvrzeni o optimalnosti média a objemu se vSak da zpochybnit velkym rozdilem
v naméfenych hodnotach u paralelnich vzorku. Divodem, pro¢ ma paralelni vzorek 100 ml B
u kultury M220 niz8i hodnotu je princip spektrofotometrického stanoveni cyanobakterialni
Kultury, které probiha na zakladé méfeni absorbanci pfi vinové délce 485 nm, coz odpovida
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vlnové délce absorbance chlorofylu. Kultura ve vzorku M220 100 ml B vsak jiz po 30ti dnech
ptechazela do faze chlordzy, kdy ménila barvu ze zelené na hnédou a dochéazelo k ubytku
chlorofylu a nadbytku karotenoidd. Stanoveni obsahu biomasy na zaklad¢ méteni vinové délky
chlorofylu je tedy v tomto piipadé velice neptesné. Pro piesnéjsi méteni by mohla byt pouzita
vinova délka 750 nm, pii niz se zabrani absorpci pigmenty, ale jesté lepsi alternativou je
gravimetrické stanoveni suché hmoty bunék, které je obsahem Obr. 11 [118].
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Obr. 11: Stanoveni mnozstvi biomasy a PHA v riiznych médiich a v riznych objemech

V porovnani se spektrofotometrickym stanovenim biomasy, kde se jako nejvhodngjsi
kombinace podminek zdalo médium M220 o obsahu 100 ml, z vysledk gravimetrického
stanoveni biomasy, které miizeme vidét na Obr. 11, vystupuje jako nejlepsi kombinace médium
M220 o objemu 80 ml. Mnozstvi biomasy v tomto médiu bylo stanoveno na 1,33 g/l a i obsah
polymeru PHB zde byl ze vSech vzorkii nejvyssi, konkrétné 2,92 %. U gravimetrického
stanoveni biomasy dale neni tak markantni rozdil, co se ty¢e srovnani obou médii, jako se zdalo
u stanoveni pomoci méfeni absorbanci. Paralelni vzorky jsou vSak i v tomto ptipadé velice
odli$né, jelikoZ na narist kultur méa vliv spousta okolnich faktorti, jako je umisténi na
ttepackach, manipulace s banikami, vedlejsi zdroje svétla aj. Neda se tedy s jistotou urcit, kterd
kombinace vede k nejefektivnéjsimu nartistu biomasy, ze ziskanych dat se vSak da fici, Ze
médiu M220 bylo pro kultivaci kmene Synechocystis sp. PCC 6803 vhodnéjsi.
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4.2  Adaptivni laboratorni evoluce vyuzivajici peroxid vodiku

Jednim ze selek¢nich tlaka pouzitych pro experimenty evolu¢niho inZenyrstvi u cyanobakterii
Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192 byl peroxid vodiku. Peroxid
vodiku byl zvolen jako selekéni tlak, jelikoz se jednd o velmi Casto pouzivanou nouzovou
metodu pro potladeni kvéti sinic ve sladkovodnich jezerech. Pii pasobeni H2O2 na
cyanobakterialni bunky dochazi k velkému poskozeni ve fotosystému Il (PSIl) a zmenSeni
velikosti bun¢k [119].

Ptiprava experimentu adaptivni laboratorni evoluce vyuzivajici peroxid vodiku byla popséana
v kapitole 3.3.1. V tomto experimentu se prokazalo, ze peroxid vodiku je opravdu silnym
inhibitorem, co se rlstu cyanobakterialnich kultur tyc¢e, jelikoz po jeho pfidani do plné
narostlych kultur doslo béhem 4 dni k naprostému thynu. H2O; se tedy jevi pro experimenty
evoluéniho inzenyrstvi nevhodny. | vzhledem ke ztraté veskerych kultur uré¢enych k adaptaci,
byly kontrolni kultury tohoto experimentu pouzity pro zauceni na jednotlivych pfistrojich
vyuzitych pro analyzu budoucich experiment.
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Obr. 12: Rustové kiivky cyanobakteridlnich kmenii Synechocysti sp. PCC 6803
a Synechocystis salina CCALA 192

Na Obr. 12 muzeme pozorovat rustovou kiivku jednotlivych cyanobakterialnich kment
utvotenou z hodnot absorbanci métenych po dobu 18. dni. Ze ziskanych dat vyplyva, ze oba
kmeny maji velice podobné rychlosti nartstu kultury, kdy pfedevsim v 16. den mizeme vidét
u obou kultur rapidni narast obsahu chlorofylu. Stejn¢ jako u pfedchoziho experimentu je i zde
mozné pozorovat citlivost kultur na vlastnosti prostfedi, kdy i paralelni vzorky u kmene
Synechocystis sp. PCC 6803 maji dosti rozdilné tvary rastovych kiivek. Tento rozdil je opét
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zpusoben nastupem vzorku PCC A 16. den do faze chlordzy, kde dochazelo k poklesu barviva
chlorofylu a kultura ménila barvu ze zelené na hnédou.
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Obr. 13: Stanoveni mnozstvi biomasy a PHA u cyanobakteridlnich kmenit Synechocystis sp.
PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192 po 14. a 21. dnech kultivace

Jak je mozné vidét na Obr. 13 gravimetrické stanoveni biomasy u cyanobakterialnich kontrol
v tomto piipad¢ odpovida stanoveni spektofotometrickému. Stejné jako u stanoveni pomoci
méfeni optické hustoty je nejvétsi koncentrace biomasy pozorovana u kmene Synechocystis
salina CCALA 192 a to konkrétné 0,40 g/l po 14 dnech méfeni a 1,03 g/l po 21 dnech méfeni.
Tentyz vzorek zaroven obsahoval v suché biomase nejvice PHA a to konkrétné 0,58 % po 14
dnech a 1,97 % po 21 dnech. U ostatnich kultur mizeme sledovat pomaly narust biomasy
a neschopnost tvorby PHA, na jehoz akumulaci nemé¢ly cyanobakterie do 14. dne kultivace
dostate¢né mnozstvi chlorofylu pro autotrofni tvorbu uhliku. Po 14. dnech s nardstem kultury
a zrychlenim procesu fotosyntézy jiz mikroorganismy piesly do fyziologického stavu, kdy byly
schopny akumulovat PHA. Na vzorku Synechocystis sp. PCC 6803 B miizeme pozorovat
nejvétsi rychlost narGistu jak biomasy, tak akumulovaného mnozstvi PHA a ukazkové
demonstruje, ze kultura vstupujici do faze chlorozy je obecné na mnozstvi akumulovaného
polymeru bohatsi nez u kultura bohata na chlorofyl.
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Obr. 14: UV-VIS spektrum cyanobakteridlnich kultur 14. a 21. den kultivace

Mezi dulezitou soucasti cyanobakterii nezbytnou pro schopnost procesu fotosyntézy jsou
bunécna barviva. Na Obr. 14 je zobrazen rozdil UV-VIS spekter cyanobakterialnich kontrol ve
14. a 21. dnu kultivace. Spektra obou kmenu jsou si velice podobna, coz naznacuje pfitomnost
stejnych pigmentd V podobném mnozstvi. Mezi detekovana barviva u vSech vzorkil patii
barviva fotosynteticka, a to chlorofyl a a fykocyanin. U mladsich mén¢é narostlych kultur
muzeme pozorovat vyrazné niz§i obsah jednotlivych pigmentu, jejichz mnozstvi se zvySuje Se
starnutim kultury.
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Obr. 15: Viabilita cyanobakteridalnich kultur po 21 dnech kultivace
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Pomoci techniky pritokové cytometrie, jejiz provedeni je popsano v kapitole 3.7, byla
stanovena viabilita bun¢k cyanobakterialnich kontrol po 21 dnech kultivace. Na Obr. 15
mizeme vidét pomér zivych a mrtvych bunek v jednotlivych kulturach. Dilezitym zjisténim je,
ze prestoze kultury nebyly vystaveny zadnému selekénimu tlaku, nachazi se zde, ptredevsim
u kmene Synechocystis sp. PCC 6803, pomémé velké procento piirozené mrtvych bunék,
jejichz pfitomnost byla zptisobena starnutim kultury a béznou manipulaci. Dosdhnout kultury
0 100% zastoupeni zivych bunék je nemozné.

4.3  Adaptivni laboratorni evoluce vyuzivajici méd’

Druhym selekénim tlakem vyuzivanym pro experimenty adaptivni laboratorni evoluce bylo
vystaveni cyanobakteridlnich kultur prostfedi obsahujici Cu** o koncentracich 10 mg/l pro
Synechocystis salina CCALA 192 a 50 a 200 mg/l pro Synechystis sp. PCC 6803. Zvoleni Cu?*
jako selekéniho tlaku bylo podminéno jeji béznou pfitomnosti v zivotnim prostiedi a siran
médnaty se zaroven, stejné jako peroxid vodiku, pouziva k odstranéni toxickych cyanobakterii
ze sladkovodnich nadrzi. Mimo jiné existuji i zAznamy o schopnosti cyanobakterii tvofit Cu?*
rezistentni mutanty, kteti po procesu adaptace vykazuji snizenou schopnost pieziti v prostredi
bez pritomnosti méd’natych kationtti [120]. Dalsim divodem ke zvoleni siranu méd’natého jako
stresového faktoru, byl naznak souvislosti mezi produkci polyhydroxyalkanoatt v bufikach
kmene Cupriavidus necator H16 a ptitomnosti Cu?* v prostiedi [116].

V experimentu adaptivni laboratorni evoluce vyuzivajici méd byl zkouméan vliv Cu®" na
ukéazkové cyanobakteridlni kmeny ve dvou médiich o rtiznych sloZenich. Postup ptipravy kultur
je pospan v kapitole 3.3.2.

10,0 - . m 18. den
32. den
8,0 -
=
6,0 -
- 4.0 -
<20 A _
0,0 - ._ ._ I I I I ._ Ba 0D Ba Ba Be
G a < ® < m < m < m < m < m
> 32| 3| 23|33 3D D B>
S € IS S IS e e € € S IS e
o o o o o o o o o o o o
= — e} re) S = et — rs) v} S o
O @) o o o o O S o fal o o
PK M220 BG-11

Obr. 16: Hodnoty absorbanci cyanobakteridlnich kultur po pridavcich Cu?*o koncentracich
10, 50 a 200 mg/l. C. — Synechocystis salina CCALA 192, P. — Synechocystis sp. PCC 6803.
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Z vyslednych hodnot absorbanci zobrazenych na Obr. 16 miizeme vidét, Ze i kdyz Cu?* nemaji
tak velké inhibi¢ni uCinky na rtst cyanobakteridlnich kultur jako peroxid vodiku, nartst
biomasy je i pfesto velice nizky. Jako naprosto nevhodné pro kultivaci s pfitomnosti médi se
projevilo médium BG-11 v jehoz prostiedi nedochazelo k zddnému nartistu biomasy, naopak
biomasa s casem ubyvala. TaktéZ se jevi jako nevhodny pro adaptaci na méd kmen
Synechocytis salina CCALA 192, jelikoz u tohoto kmene nebyl pozorovan nartust biomasy,
piestoze média pro jeho kultivaci obsahovala nejmensi koncentrace Cu?* Synechocystis sp.
PCC 6803 pii kultivaci v médiu M220 oproti tomu snasi pritomnost médi v médiu o néco 1épe
a je zde pozorovan trend, kdy je nartst biomasy vyssi u médii s vétSi koncentraci médi.
Vysvétlenim mize byt silnéj$i obranny mechanismu bun¢k nez u mensich koncentraci, které
buiika zaznamena pozd¢ji a nezacne dostatecné reagovat.
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Obr. 17: Stanoveni mnozstvi biomasy a mnozstvi PHA po vystaveni kultur 10, 50 a 200 mg/I
Cu?*. C. — Synechocystis salina CCALA 192, P. — Synechocystis sp. PCC 6803.

Gravimetrické vyhodnoceni obsahu biomasy (Obr. 17) spole¢né s vyhodnocenim koncentrace
PHA v buikéach pfineslo piekvapivé vysledky. Médium BG-11 se stejné jako
u spektrofotometrického vyhodnoceni jevi, co se nartstu biomasy tyce nevhodné, kdy
Synechocystis sp. PCC 6803 ma obsah biomasy naprosto minimalni. Toto médium se vSak
prekvapive zda vhodné, jako produkéni médium, kdy kmen Synechocystis salina CCALA 192,
meél na BG-11 i ptes nizky nariist biomasy nejvétsi koncentraci PHA v susing, a to 3,33 %.
Stejnym piipadem je i kmen Synechocystis sp. PCC 6803, ktery ma sice v médiu M220 nejvetsi
narlst biomasy vubec, a to 0,86 g/l, nejvétsi produkei PHA je vsak mozné pozorovat v médiu
BG-11, a to 0,85 %. Vysledky gravimetrického stanoveni dale nepotvrdily, ze by kultury
obsahujici vétsi koncentraci Cu?* mély zaroven i vétsi mnozstvi biomasy, jako se zdalo
u spektrofotometrického stanoveni. Jednalo se tedy nejspise o zkresleni vysledki vysokym
zabarvenim média zplisobenym piitomnosti siranu médnatého. Z vysledkii se dale nijak
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nepotvrdilo, ze by pfitomnost médi v médiu ovliviiovala akumulaci PHA, jelikoz nejvétsi
koncentrace byla zaznamenana u kontroly Synechocystis sp. PCC 6803, na kterou nebyl vyvijen
zadny selekéni tlak.

Z dtvodu velice nizkého obsahu biomasy, ktery v médiu BG-11 s ¢asem klesal, prob¢hlo po 32
dnech pieockovani pro podpoieni narastu kultury do médii s koncentraci médi 10 mg/l. Ani
snizeni koncentrace v médiu riist kultury nepodpofilo a adaptivni experiment za pouziti médi
jako stresového faktoru se nezdafil. Méd’ byla vyhodnocena jako velice silny inhibitor, na ktery
by byla ptipadna adaptace velice slozita, av§ak podle studie Shavyrina a kol. (2001) provedené
na kmenu Synechocystis aquatilis ne nemozna [121].

4.4  Pisobeni akutnich stresii na kultury o rozdilném obsahu PHA

Jak jiz bylo dfive popsano, akumulace PHA granuli by méla pomoci mikroorganismiim prezivat
za nepfiznivych podminek [38]. Po nezdafeni evoluénich experimentd bylo
U cyanobakterialnich kment Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192
zkoumadno, zda ptitomnost PHA v kultufe poméha buiikdm ptezit pfi vystaveni akutnimu stresu
a zda by tato informace mohla slouzit pro vyuziti pti adaptaci.
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Obr. 18: Stanoveni mnozstvi biomasy a PHA u kultur chudych (Ch) a bohatych (B) na
polymer

V nésledujicich experimentech akutniho stresovani byly pouzity cyanobakterialni kultury liSici
se stafim a mnozstvim PHB. Objem biomasy v kultufe a koncentrace polyhydroxyalkanoati
testovanych kultur je zobrazena na Obr. 18.

4.4.1 AkKutni teplotni stres

Vykyvy teplot jsou jednim z hlavnich stresovych faktord ptsobicich na mikroorganismy jak
Vv prostfedich pfirozeného vyskytu, tak v prostiedi laboratofi, nejsou-li kultivovany uvnitt
inkubator. Kultivace cyanobakterii mimo stupen jejich optimalni teploty (30 °C) vede ke
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zpomaleni narGistu biomasy a ma vliv i na tvorbu lipidi [122]. V experimentu akutniho
teplotniho stresu byly kultury testovanych kment liSici se obsahem PHB vystaveny teplotam
piesahujicim optimalni teplotu ristu po dobu 30 minut a nasledné probéhla analyzy viability
bunék metodou pritokové cytometrie.
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Obr. 19: Porovnani viability kultur bohatych a chudych na PHB po piisobeni teplotniho
stresu

Na Obr. 19 mtzeme pozorovat zmény ve viabilit¢ bunék po pulsobeni teplotniho stresu.
Z vysledkt je patrné, Ze nami zvolené teploty nebyly dostate¢né vysoké pro ovlivnéni
zivotaschopnosti bunék po jejich vystaveni tlaku po dobu 30 minut. Z dat zaroven muzeme
urcit, ze neni pravdépodobna zavislost na mnozstvi PHB v buiice a schopnosti odolavat vysSim
teplotam, jelikoz jediny viditeln&jsi pokles viability je pravé u Synechocystis sp. PCC 6803
kultury bohaté na PHB vystavené teploté 45 °C. U Synechocystis sp. PCC 6803 bohaté na PHB
muzeme dale zaznamenat velké procento ptfirozené¢ mrtvych bunék jiz v nestresované kultuie
zpusobenych prave stafim kultury. Pro lepsi porovnani zavislosti koncentrace PHB a vlivu
vysoké teploty by bylo potieba zvolit teploty alesponi nad 50 °C, nebo prodlouzit dobu
inkubace.

4.4.2 AKutni stres Cu?

Z diive provedené¢ho adaptivniho experimentu (viz 4.3) mame informace o vysokych
inhibi¢nich vlastnostech Cu?* pro cyanobakterialni kultury. Pfi akutnim stresu bylo sledovano,
zda nebude vys$$i mnozstvi akumulovaného PHA poméhat s resistenci proti Cu?*, coz by mohlo
vést k Uprave evoluénich experimentt, ve kterych by byl selekéni tlak ptidan az po dostatecném
naristu kultury. Pro prvni experiment pisobeni akutniho stresu byly kultury vystaveny Cu?*
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o0 koncentraci 25, 50, 75 a 100 mg/l po dobu jedné hodiny. Nasledn¢ prob¢hlo stanoveni
viability bunék metodou pritokové cytometrie.
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Obr. 20: Pozorovani viability kultur bohatych a chudych na PHA po expozici 25, 50, 75
a 100 mg/l medi po dobu 1 hodiny

Ze stanoveni viability kultur pomoci prutokové cytometrie jejiz vysledky jsou zobrazené na
Obr. 20 vyplyva, Ze plisobeni stresu Cu?* o zvolenych koncentracich nemé na viabilitu bunék
velky vliv. Nejvétsi tbytek zivych bunék byl pozorovan u Synechocystis salina CCALA 192
chudé na PHB pfi koncentraci médi 75 mg/l a u Synechocystis sp. PCC 6803 chudé na PHB pfti
koncentraci médi 50 mg/l. V obou ptipadech byl pokles viability oproti pozitivni kontrole
016 %. Ubytek bunék ve vzorcich nemusel byt zplisoben p¥itomnosti Cu?*, jelikoz pfi
vystaveni vyssim koncentracim nebyl pozorovan pokles ve viabilité. Dale nebylo pozorovano,
Ze by vetsi mnoZzstvi akumulovaného PHB napoméhalo cyanobakteriim 1épe odolavat stresu
zplisobenému piitomnosti kationtt Cu?*.

Vzhledem k dlouhé kultiva¢ni dobé cyanobakterii bylo mozné, ze pisobeni stresu po dobu
pouze 60 minut neni nedostate¢né. Byl proto proveden experiment, kdy prob&hlo vystaveni
bungk stresovému faktoru po dobu 24 hodin. Zvolené koncentrace médi odpovidaly 100, 200,
300 a 400 mg/l pro Synechocystis sp. PCC 6803 a 75, 100 a 125 mg/l pro Synechocystis salina
CCALA 192. Piiprava experimentu je popsana v kapitole 3.4.3.
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Obr. 21: Pozorovani viability bunék kultur bohatych a chudych na PHA po expozici médi po
dobu 24 hodin

Na Obr. 21 zobrazujicim viabilitu bun¢k vystavenych stresu médi po dobu 24 hodin je patny
markantni ubytek Zivych bun&k. Nase hypotéza, Ze pro pozorovani toxického ptisobeni Cu®*je
potieba delsi Casovy interval se timto potvrdila. U kmene Synechocystis sp. PCC 6803 byl
nejveétsi pokles zivych bunék zaznamenan pii koncentraci 200 mg/l, a to 0 76 % u kultur
chudych na PHB a 54 % u kultur bohatych na PHB. Pti porovnani kultur o rizném obsahu PHB
po expozici stresu nebyl vidét zadny markantni rozdil. Muzeme tedy fici, ze PHB
cyanobakteriim v tomto pfipad¢é nepomahal k lepSimu zvladnuti ptisobiciho tlaku.

U kmene Synechocystis salina CCALA 192 byl nejvétsi tbytek viability pro kultury chudé na
PHB pozorovan pii 75 mg/l, a to 0 68 % a u kultury bohaté na PHB pii 100 mg/I ¢inil tbytek
76 %. Pti koncentraci 75 mg/l se vSak zda, ze kultura bohata na PHB zvladala tuto hladinu
stresu lépe a ptitomnost PHB tedy mohla napomahat k pieckani stresovych podminek, u dalSich
koncentraci vSak tato spojitost pozorovana nebyla. Jako jiz diive v této praci u adaptivniho
experimentu je mozné zaznamenat trend, kdy buiiky zvladaji 1épe vyssi koncentrace stresu nez
koncentrace nizsi. Cyanobakterie maji tedy pravdépodobné urcitou hladinu toxicity po jejimz
piekroceni dokaze bunka obrannymi mechanismy zvladat stres 1épe neZz pii koncentracich
nizsich, kdy nedochazi k adekvatni obranné reakci, nebo k v€asnému zaznamenani ptitomnosti
toxické latky.

Pro blizsi prozkoumani zvysené rezistence u vysSich koncentraci médi pfi akutnim stresu byl
proveden experiment s kmenem Synechocystis salina CCALA 192, u kterého byl tento trend
vice zfetelny v predchozim méfeni. Kultury chudé a bohat¢é na PHB byly vystaveny
koncentracim médi o hodnotach 100, 150, 200, 250 a 300 mg/l po dobu 1 hodiny. Poté byla
pozorovana viabilita bun¢k.
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Obr. 22: Stanoveni mnozstvi biomasy a PHA u kultur kmene Synechocystis salina CCALA 192
bohatych a chudych na polymer
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Obr. 23: Pozorovani viability bunék kultur bohatych a chudych na PHA u kmene
Synechocystis salina CCALA 192 po expozici médi

Z diivodu vyvzorkovani ptivodnich kultur byly pro tento experiment pouzity kultury nové,
obsah biomasy a koncentrace PHA jsou zobrazeny na Obr. 22. Z vysledku viability bunék
viditelnych na Obr. 23 mizeme urcit, Ze u kultur bohatych na PHB opravdu roste rezistence
s rostouci koncentraci stresoru. Vysledky se vSak neshoduji s pfedchozim experimentem, kde
bylo zaznamenano kolisani viability u kultur chudych na PHB. S jistotou se tedy neda urcit, zda
opravdu existuje toxicka hranice pohybujici se okolo 100 mg/l médi a stejné tak nebylo
prokéazano, ze by pfitomnost PHA v burice napoméhala zvysit rezistenci.
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45 Charakterizace kmenu adaptovanych na 6% NaCl

Z divodu nezdafeného vytvoifeni vlastnich adaptovanych kmend byly pro zkoumani vlivu
adaptace na vlastnosti bun¢k pouzity kultury poskytnuty Universitat fiir Bodenkultur — BOKU
adaptované na roztok 6 % NaCl. V nasledujicich experimentech byly srovnavany vlastnosti
a rezistence kultur adaptovanych a kultur bez adaptace. Adaptace na NaCl se ukazala pro
cyanobakterie velice vhodna a snadna, kdy k vytvoieni bun¢k adaptovanych na 6 % NaCl muze

oy, e

45.1 Zmény obsahu cyanobakterialnich barviv
Po dostatecném nartstu adaptovanych a neadaptovanych kultur bylo jako prvni provedeno
jejich vizualni porovnani. Pfedev§im bylo porovnavano zbarveni a sytost jednotlivych kultur.

Obr. 24: Vizualni porovnani adaptované kultury, kultivované v 6% NaCl (vlevo) a
neadaptované kultury, kultivované v cistém médiu (vpravo), kmene Synechocystis salina
CCALA 192

Jiz pfi vizualnim porovnani viditelném na Obr. 23 je patrny rozdil mezi adaptovanou
a neadaptovanou kulturou. Adaptovana kultura méla o poznani svétlejsi a méné sytou barvu
ukazujici, Ze zmény spojené s adaptaci ovlivnily tvorbu cyanobakteridlnich barviv. Adaptované
kmeny se tedy budou pravdépodobné lisit morfologii a mensi pfitomnost pigmentti ukazuje na
efektivnéjs$i vyuzivani svételné energie pro fotosyntézu [123]. Zaroven je mozné, ze na rozdil
V sytosti zbarveni nema vliv mensi pfitomnost cyanobakterialnich barviv v bunce, ale mensi
nariist biomasy za dany cas jako takové, coz by ukazovalo snizenou schopnost ristu
adaptovanych kultur. Kromé zmény zbarveni nebyly pozorovany zadné vétsi rozdily, jako je
tvorba filmi a usazenin. Pro lepsi identifikaci pfitomnych barviv byly kultury zkoumany
metodou UV-VIS spektroskopie.
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Obr. 25: UV-VIS spektrum adaptovanych a neadaptovanych kultur

V UV-VIS spektru adaptovanych a neadaptovanych kultur viditelném na Obr. 25 je mozné
pozorovat rozdil v podilu fotosyntetickych barviv. U adaptovanych kultur kmene Synechocystis
sp. PCC 6803 je zaznamenan snizeny obsah jak chlorofylu a, tak fykocyaninu. U kmene
Synechocysti salina CCALA 192 nebyl zaznamenan pfili§ velky rozdil v obsahu
cyanobakteridlnich barviv mezi adaptovanymi a neadaptovanymi kulturami.

Pro blizsi stanoveni obsahu fotosyntetickych barviv a karotenoid byla provedena extrakce

pigmentt a nasledny vypocet koncentrace chlorofylu a podle rovnice (1) a (2) a koncentrace
karotenoidu podle rovnice (3).
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Obr. 26: Vysledné koncentrace cyanobakterialnich barviv Vv kulturdch adaptovanych na 6%
NaCl a v kulturdch bez adaptace
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Na Obr. 26 mtizeme pozorovat rozdil v koncentracich cyanobakterialnich barviv v kulturach
adaptovanych na 6 % NaCl a kulturdch neadaptovanych. Jak jiz bylo diive vizudln¢ a metodou
UV-VIS uceno, adaptované kmeny maji nizsi obsah téchto barviv. U neadaptovaného kmene
Synechocystis salina CCALA 192 byla koncentrace chlorofylu a stanovena na 5,37 pug/ml
a koncentrace karotenoidti na 2,33 ug/ml, zatimco u kmene adaptovaného byla koncentrace
chlorofylu a vypoctena na 1,32 pg/ml a koncentrace karotenoida na 1,03 pg/ml. U kmene
Synechocystis sp. PCC 6803 byl rozdil jest¢ mnohem markantnéjsi, kdy koncentrace chlorofylu
a uneadaptované kultury byla téméf 10x vétsi nez u kultury adaptované, konkrétné 19,16 pg/ml
u neadaptované oproti 2,4 pg/ml u adaptované. Stejn¢ tak obsahovaly adaptované buitky mensi
podil karotenoidi.

4.5.2 Morfologie bunék

Pomoci metody pritokové cytometrie bylo zkoumano, zda kultury vzniklé adaptaci na NaCl
vykazuji oproti neadaptovanym kulturdm morfologické odliSnosti, co se tyce velikosti
cyanobakterialnich bunék. Je znamo, ze zmenSeni bunééné velikosti pii pusobeni vysoké
koncentrace soli ¢asto doprovazi proces adaptace. Buika timto krokem zmensi povrch, na ktery
stresovy faktor plsobi a 1épe se tak s nepfiznivym prostiedim vyrovnava [123].
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Obr. 27: Cytogramy adaptované a neadaptované kultury Synechocystis salina CCALA 192
A — neadaptovand, B — adaptovana

Na Obr. 27 mizeme vidét vysledné cytogramy z prutokové cytometrie pro adaptovanou
a neadaptovanou kulturu kmene Synechocystis salina CCALA 192. V cytogramu je mozné
sledovat intenzitu fluorescence na vodorovné ose, udavajici informace o viabilit¢ bunék,
a pfimy rozptyl (FSC) na ose svislé. Pravé informace na svislé ose ndm udavaji velikost buiiky.
Z cytogramilt muzeme vidét rozdilné hodnoty pfi srovndni adaptovanych a neadaptovanych
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kultur. Jak se predpokladalo u adaptovanych kultur je mozné pozorovat zmenseni velikosti
bunék, coz napomaha K preziti v prostfedi obsahujicim NaCl.
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Obr. 28: Cytogramy adaptované a neadaptované kultury Synechocystis sp. PCC 6803 C —
neadaptovana, D — adaptovanad

Cytogramy zaznamenané na Obr. 28 poskytuji informace o adaptovanych a neadaptovanych
kulturach Synechocystis sp. PCC 6803. Stejné jako u kmene Synechcystis salina CCALA 192
je zde pozorovano zmenSeni adaptovanych bunék oproti neadaptovanym. P#i srovnani
puvodnich neadaptovanych kmend si také miizeme povSimnou, ze kmen Synechocystis salina
CCALA 192 ma piirozené¢ buniky mensi, nez PCC 6803. Jak bylo diive popsano v kapitole
2.1.4.2 jedna se o zastupce Zijiciho v moiské vode¢, ktery je tedy schopny pfirozené sndset vyssi
koncentrace soli. Je tedy mozné piedpokladat, ze vétSina halofilnich zastupcti pfizpisobenych
k preziti ve slaném prostiedi ma mensi velikosti bunék, nez je tomu u zastupct sladkovodnich.

4.5.3 Obsah biomasy a PHA

Dal$im porovnavanym parametrem mezi adaptovanymi a neadaptovanymi bunikami byl obsah
biomasy a koncentrace PHA. Bylo pozorovano, zda ma adaptace vliv na rychlost rustu kultury,
jelikoZ jednim z divodi nizké koncentrace barviv a vizudlniho rozdilu mohla byt pomale;jsi
rychlost narustu. Dale byla metodou plynové chromatografie stanovena a porovnana
koncentrace akumulovaného PHA, kdy bylo zkoumano, zda adaptace akumulaci podporuje
a jestli PHA napomaha pftezit v prostiedi bohatém na sil. Je znamo, ze samotna ptitomnost
NaCl v médiu vede k navyseni aktivity enzymu 3-ketothiolazy podilejicim se na biosyntéze
PHA [124]. Pfedpoklada se tedy, ze by enzymatické zmény béhem adaptace mohly vést K lepsi
akumulaci polymeru.

53



2,00 - m biomasa g/l
1,80 m 3HB g/l

1,60
1,40
1,20
1,00

o
@
o

omasa: CPHB [g/I]

& 0,60
0,40
0,20
0,00

CCALA A CCALA PCC APCC

Obr. 29: Stanoveni obsahu biomasy a PHA adaptovanych a neadaptovanyCh kultur kmenii
Synechocystis sp. 6803 a Synechocystis salina CCALA 192 po 14 dnech kultivace

Na Obr. 29 je mozné vidét rozdil v obsahu biomasy a PHA mezi adaptovanymi
a neadaptovanymi kulturami. Ukézalo se, Ze adaptované kultury obsahuji mnohem vice
biomasy, piestoze, jak bylo dfive zminéno, maji mensi koncentraci cyanobakterialnich barviv.
Nejveétsi obsah biomasy byl naméfen u adaptované kultury kmene Synechocystis salina
CCALA 192, a to 1,71 g/l. U stejného kmene neadaptované kultury byl zaroven naméien
nejmensi obsah biomasy 0,67 g/1, coz naznacuje, ze adaptace zefektivnila schopnost ristu témét
trojnasobné. Koncentrace PHA je u vSech méfenych kultur mala, jelikoz se jednalo o mladé
Kultury v druhém tydnu kultivace. I pfes nizkou akumulaci mizeme vidét, ze adaptace pomohla
I v tomto sméru. U obou adaptovanych kultur byla detekovana pfitomnost PHA, kdezto u kultur
neadaptovanych byl obsah polymeru mimo detekéni limity. Nejvétsi produkci PHA vykazovala
adaptovana kultura kmene Synechocystis sp. PCC 6803, a to 0,03 %.

4,00 -
350 -
— 3,00 -
2950 -
m
T
&2.00 -
3
£150 -
3100 -

m biomasa ¢/l
m 3HB g/l

0,50 - 11,82 %

0,00 -

1,27 %

CCALA A CCALA PCC APCC

Obr. 30: Stanoveni obsahu biomasy a PHA adaptovanych a neadaptovanych kultur kmenii
Synechocystis sp. 6803 a Synechocystis salina CCALA 192 po 40 dnech kultivace
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Pro lepsi stanoveni vlivu adaptace na akumulaci PHA byly analyzovany také kultury bohaté na
polymer po 40 dnech kultivace, jejichZ vyhodnoceni je mozné vidét na Obr. 30. V tomto piipadé
se nepotvrdilo, Ze by adaptace méla na akumulaci PHA pozitivni vliv, jelikoz vétsi mnozstvi
polymeru bylo detekovano u obou neadaptovanych kultur. Nejvétsi koncentrace PHA byla
zaznamenana u kmene Synechocystis salina CCALA 192 neadaptované kultury, kdy mnozstvi
PHB C¢inilo 11,82 %. Také nejvetsi mnozstvi biomasy bylo zaznamenano U neadaptované
kultury tentokrat kmene Synechocystis sp. PCC 6803 kdy biomasa cinila 3,11 g/l, ¢imz se
vyvratil i pfedpoklad, Ze adaptace pomaha pro bohatsi nartist biomasy. Adaptované bunky tedy
vykazuji vyssi nartst a produkei na pocatku kultivace, s pfibyvajicim ¢asem vSak svou vyhodu
ztraci a neadaptované kultury je svym narstem a produkei predci.

4.5.4 Rezistence proti akutnimu stresu

Stejné jako v kapitole 4.4, kde byl zkouman efekt akutnich stresti na kultury o rozdilném obsahu
akumulovaného PHA, byl vtomto experimentu zkouman vliv akutnich stresi na kmeny
adaptované na 6 % NaCl. Pti vystaveni cyanobakterialni buniky vysoké koncentraci soli za¢nou
probihat obranné reakce, jako je zména sloZzeni membrany a tvorba osmolyti. Osmolyty jsou
nizkomolekularni, hydrofilni, netoxické molekuly, ¢asto oligosacharidy (napft. trehaldza), ale
také trimethylglycin, nebo glukosylglycerol, které pomahaji stabilizovat koncentraci vnitinich
latek pod osmotickym stresem [125]. Veskeré tyto zmény spolecné s efektivnéjsi akumulaci
PHA mohou napomahat k lepsi rezistenci vici dal§im selekénim tlaktim v prostiedi.

4.5.4.1 Oxidacni stres peroxidem vodiku

ze se jedna o velice silny inhibitor ristu, V jehoZz pfitomnosti nejsou kultury schopny ptezivat.
Bylo zkoumano, zda bunééné zmény zpisobené adaptaci na NaCl pomahaji zvysit rezistenci
také vaci oxida¢nimu stresu zpisobenému piitomnosti H2O2 v médiu. V experimentu se

postupovalo podle kapitoly 3.4.6 a poté probéhlo vyhodnoceni viability bunék metodou
pritokové cytometrie.
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Obr. 31: Viabilita adaptovanych a neadaptovanych bunék po vystaveni stresu peroxidem
vodiku
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Ze zaznamenané viability adaptovanych a neadaptovanych bunék po vystaveni 10% H202
( Obr. 31) je mozné konstatovat, Zze adaptace pomohla ke zvyseni rezistence proti oxida¢nimu
stresu. U neadaptovanych bun¢k je mozné pozorovat thyn az o 90 %, zatimco u bunck
adaptovanych pouze 0 52 %. K vétsi rezistenci mohly pfispét zmény ve struktufe membrany,
nebo vétsi efektivita fotosyntetického systému Il (PSI), ktery odbourava volné radikaly a brani
buitku pfed oxidaénim stresem. Dale je mozné si povSimnout, Ze neadaptovand kultura
Synechocystis salina CCALA 192 obsahovala velké mnozstvi mrtvych bunék i v pozitivni
kontrole bez vystaveni stresu, kdy doSlo pravdépodobné k velkému thynu béhem procesu
kultivace.

4.5.4.2 Osmoticky stres chloridem sodnym

V tomto experimentu bylo posouzeno, zda adaptované cyanobakterie dokazou lépe snaset
hypertonické prosttedi, nebo jestli nahla vysoka koncentrace soli bude vyvijet pfili§ velky
osmoticky stres na adaptaci pozménénou morfologii a bunika nepiezije. Cyanobakterie byly
Vv tomto testovani vystaveny prostiedi s 10 a 20 % obj. NaCl po dobu 2 hodin. Nasledné bylo
provedeno porovnani viability pomoci pritokové cytometrie.
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Obr. 32: Viabilita adaptovanych a neadaptovanych bunék po vystaveni stresu chloridem
sodnym

Na Obr. 32 muizeme vidét vliv vysoké koncentrace NaCl na kultury adaptovanych
a neadaptovanych cyanobakterialnich kmeni. U ptisobeni NaCl na kmen Synechocystis salina
CCALA 192 je mozné pozorovat, ze 10 % NaCl dobte snasi jak kultura neadaptovana, tak
kultura adaptovana. Bohuzel je zde u neadaptovaného kmene nesrovnalost mezi vzorkem
a pozitivni kontrolou, kdy pozitivni kontrola vykazovala mensi viabilitu, nez vzorek samotny.
To mohlo byt zplGsobeno nepfesnym nabranim vzorku ptistrojem, nebo netmyslnym
poskozenim pozitivni kontroly béhem piipravy méfeni. U vzorkl s 20 % NaCl uz mlizeme
vidét, ze zmény v bufice zpisobené adaptaci vyrazné¢ pomahaji vyporadat se s vysokym
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osmotickym tlakem, Synechocystis salina CCALA 192 vsak jako zastupce moiskych sinic
vykazuje pfirozené vyssi stupen rezistence vii¢i hypertonickému prostiredi.

Z vysledku pro kmen Synechocystis sp. PCC 6803 je patrné, ze pro $anci na pieziti v prostiedi
s vys$$i koncentraci soli je adaptace nutna. Neadaptovana kultura vykazovala velmi malou
viabilitu jiz pti 10 % obj. NaCl, kde adaptovana kultura neméla s piezitim problém. Pti 20 %
NaCl byl vsak pozorovan velky ubytek viability také u kultury adaptované. V ptipadech obou
kmeni tedy adaptované kultury snasely osmoticky stres 1épe nez bunky bez adaptace.

4.5.4.3 Stres mrazem

Osmolyty produkované v burikach pti osmotickém stresu mohou slouzit kromé ochrany pied
vysokym obsahem soli i jako kryoprotektanty chranici bunky ptes pisobenim mrazu. Hlavnim
osmoprotektantem produkovanym cyanobakteriemi, ktery zaroven slouzi jako kryoprotektant
je trimethylglycin. Pfitomnost trimethylglycinu pii plisobeni mrazu chrani pfed agregaci
bunéény proteinti a pomaha udrzovat tekutost membrany [126]. Bylo pozorovano, zda adaptace
na sl a zvySena produkce osmolytll pomaha buiikdm lépe odolat pfi opakovaném pilisobeni
mrazu. V experimentu byla porovnavana viabilita adaptovanych a neadaptovanych bunék po
vystaveni mrazu v 1 a 2 cyklech. Ptiprava vzorkl probéhla podle postupu v Kkapitole 3.4.2.,
nasledovana detekci pomoci pritokové cytometrie.
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Obr. 33: Viabilita adaptovanych a neadaptovanych bunék po vystaveni procesu mrazeni
v 1a 2 cyklech
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Na Obr. 33 muzeme pozorovat zaznam vability bun¢k po vystaveni procesim mrazeni
a rozmrazovani. U obou kmeni byla zaznamenana vyssi viabilita v adaptovanych kulturach.
Ptitomné osmolyty vyvolané adaptaci a zmény V morfologii bunék chrani jedince pied
poskozenim béhem mrazu. Vys$$i rezistence proti mrazu byla opét pozorovana u kmene
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Synechocystis salina CCALA 192, coz mohlo byt zptsobeno pfitomnosti osmolytd jiz pred
adaptaci. Kmen Synechocystis sp. PCC 6803 zvlada pusobeni stresu mnohem hute, kde
dochazelo k velké ztrat¢ viability uz po prvnim cyklu mrazeni. U toho kmene lze 1épe
zaznamenat dulezitost pfitomnosti osmolytl pfi vystaveni nizkym teplotam.

4.5.4.4 Stres ethanolem

Jednim z moznych vyuziti cyanobakterii v prumyslu je fotosynteticka produkce biopaliv. Byla
zaznamenana schopnost cyanobakterii produkovat ethanol, avSak naskytl se problém s jeho
toxickymi u¢inky na produkéni buniky. Ve studii Ruffing a kol. (2014), kde byla pozorovana
toxicita biopaliv na cyanobakterie bylo zjisténo, ze moisky kmen Synechococcus sp. 7002
vykazoval zvySenou toleranci vuci alkoholim s kratkym fetézcem oproti sladkovodnim
druhtim. Slozeni bunééné membrany u sinic adaptovanych na osmoticky stres ma tedy
pravdépodobné vliv na toleranci alkoholi [127]. Bylo zkoumano, zda nami testované
adaptované kmeny také vykazuji vétsi rezistenci vuci toxickym ucinka 10 % ethanolu.
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Obr. 34: Viabilita adaptovanych a neadaptovanych bunék po vystaveni kultur 10 % ethanolu

Z vysledki viability bunék po pisobeni ethanolu na cyanobakterialni kultury (Obr. 34), je
mozné posoudit, Ze ndmi zvolena koncentrace ethanolu nepiedstavovala velkou toxicitu ani pro
neadaptované kmeny. Pokud vSak mame porovnat mezi kmeny adaptovanymi
a neadaptovanymi, vykazuji adaptované kmeny mens$i ubytek viability. Bunéné zmény
adaptované na vysokou osmotickou silu tedy opravdu napomahaji k lep§imu vyporadani
s prostiedim obsahujicim alkoholy s kratkym fetézcem a adaptované kmeny mohou byt vhodné
pro fotosyntetickou produkci ethanolu.

Z vysledku akutnich stresii pisobicich na adaptované buiiky je mozné konstatovat, ze u vSech
prikladi byla zaznamenana vys$Si rezistence zplUsobena zménami v morfologii bunék
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a adaptované kmeny jsou tak vhodné pro vyuziti v technologickém primyslu, kde by vétsi
rezistence mola vyiesit problémy s naroky na kultivaci.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pouzit metod evolu¢niho inZzenyrstvi na vybrané cyanobakterialni
kmeny a nasledné analyzovat adaptované kultury, co se tyce jejich rezistence vaci riznym
stresovym faktorim, morfologie a hlavné akumulace PHA. Pro evolu¢ni experimenty byly
zvoleny cyanobakterialni kmeny Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechoystis salina CCALA
192. Pred zapocetim samotné adaptivni evoluce bylo potieba optimalizovat podminky rastu,
a to predevsim typ a objem média. Jako vhodnéjsi ze dvou testovanych médii bylo zvoleno
M220, v némz byl zaznamenan lepsi rist biomasy. Ve stejném médiu byla poté zaznamenana
také vétsi akumulace PHA.

Po optimalizaci média byl proveden prvni experiment adaptivni laboratorni evoluce. Jako
selekéni tlak byl zvolen peroxid vodiku, jelikoz se jednd o inhibitor ristu Siroce uzivany
Kk odstranéni cyanobakterii z koupalist’ a jinych vodnich ploch. Tento stresovy faktor se ukazal
pro ucel adaptace velice nevhodny, jelikoz do ¢tyf dni po jeho aplikaci nastal thyn obou
mikrobialnich kultur. Kontroly experimentu byly dale pouzity jako ukazkové vzorky pro
zauceni na jednotlivé techniky méteni.

Pro druhy evolu¢ni experiment byly jako selekéni tlak zvoleny Cu?* ionty. Cyanobakterialni
kultury byly po dobu 32. dni vystaveny prostiedi s médi o koncentracich 10 mg/l pro
Synechocystis salina CCALA 192 a 50 a 200 mg/l pro Synechocystis sp. PCC 6803. Po
spektrofotometrickém a gravimetrickém stanoveni biomasy bylo zjiSténo, Ze kmen
Synechocystis salina CCALA 192 vykazuje v pfitomnosti Cu?* $patny riist, zarovei viak u ngj
byla zaznamenana nejvétsi produkce PHA v experimentu, a to 3,33 %. Inhibice ristu byla
sledovana i u kmene Synechocystis sp. PCC 6803, u kterého byl zaroven pozorovan pokles
produkce PHA oproti pozitivni kontrole. Vzhledem k nizkému nartistu biomasy byly vzorky po
32. dnech pfeockovany do médii s koncentraci médi pouze 10 mg/l, ani to vSak nepomohlo
K jejich lepsimu nariistu a po dalim tydnu doslo k absolutnimu poklesu viability kultur. Cu?*
se tedy zdaji pro experimenty adaptivni laboratorni evoluce nevhodnym stresovym faktorem.

V ramci dalsi série experimentil byl sledovan vliv pfitomnosti PHA v bufice na rezistenci vici
akutnim stresovym faktoriim prostfedi. Metodou pritokové cytometrie byla sledovana viabilita
cyanobakterialnich kultur bohatych a chudych na PHB po vystaveni tlaku prostfedi. Jako akutni
stresor byla pouzita zvysend teplota a vysoka koncentrace Cu?*. Pfi vystaveni zvysené teploté
nebyla zaznamenana rezistence u kultur bohatych na PHB, pravé naopak, jediny pokles
viability s pfibyvajici teplotou byl zaznamenan u kultur Synechocystis sp. PCC 6803 bohatych
na polymer. Akutni stres médi byl sledovan ve dvou rtiznych ¢asech, a to po dobu 1 a 24 hodin.
Po dobu 1 hodiny nebyla zaznamenana zména viability u zadné z testovanych kultur. Pfi
vystaveni bunkdm médi po 24 hodin jiz byl zaznamenan markantni Gbytek viability u obou
kmeni, nebyla vSak patrna Zadna spojitost mezi vysokym obsahem PHB v buiice a zvySenim
rezistence. Ani v jednom z piipadt tedy nebylo prokézano, ze by kultury bohatsi na PHB
vykazovaly vétsi toleranci viici stresovému faktoru nez kultury s nizkym obsahem polymeru.

Pro sledovani vlivu adaptace na cyanobakterialni buniky byly pouzity kmeny adaptované na 6%
NaCl. Jiz pfi vizualnim porovnani byla patrna zména ve zbarveni, naznacujici rozdilny podil
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cyanobakteridlnich barviv, coz se potvrdilo naslednou analyzou pomoci UV-VIS
spektrofotometrie a extrakce. Adaptované bunky obsahovaly mensi podil vSech
cyanobakteridlnich barviv, kdy nejvétsi zaznamenany rozdil byl u kmene Synechocystis sp.
PCC 6803, jehoz neadaptované burnky obsahovaly 19,16 pg/ml a adaptované pouze 2,4 ug/ml
chlorofylu a. Metodou priutokové cytometric byla sledovana také morfologie jednotlivych
kultur a bylo zjisténo, ze buniky adaptované na vyssi koncentraci soli zmensily v ramci adaptace
svou velikost. Piestoze adaptované buiiky byly na pohled svétlejsi a obsahovaly méné barviv,
pii gravimetrickém stanoveni biomasy po 14 dnech kultivace bylo zjisténo, Ze ji obsahuji az
trojnasobné mnozstvi oproti neadaptovanym bunikdm a stejné tak byla zaznamenana akumulace
PHA, ktera u neadaptovanych kmeni o stejném stafi jesté nezapocala. Po 40 dnech kultivace
se vSak tento rozdil vyrovnal a neadaptované kultury vykazovaly vyssi koncentraci biomasy
I akumulovaného PHA. Zmény zplsobené adaptaci tedy kladné ptisobi na narast kultury i na
produkci PHA v pocatku kultivace, po delsi dobé kultivace vSak vykazuji lep$i nartst
a akumulaci PHA kultury neadaptované.

V poslednim experimentu byla sledovédna viabilita bunék po pisobeni akutnich stresi na
kultury adaptované pro prostiedi s 6 % NaCl. Jako stresy prostfedi byly zvoleny peroxid
vodiku, osmoticky stres chloridem sodnym, mraz a ethanol. Pfi vystaveni kultur peroxidu
vodiku byla pozorovana zvySena rezistence u adaptovanych kultur, kdy u neadaptovanych byl
uhyn az 90 % a u adaptovanych pouze 52 %. Také pfi expozici vysokému osmotickému tlaku
byla podle ptedpokladu vyssi odolnost pozorovdna u adaptovanych kultur. Pfevazné kmen
Synechocystis sp. PCC 6803 pro pieziti v prostiedi s osmotickym stresem adaptaci vyzaduje,
jelikoz neadaptované kultury nepiezily ani v prostiedi s 10 % NaCl. Akumulace osmolytickych
latek v adaptovanych bunikach, které zaroven slouZily jako kryoprotektanty, pfineslo viditelnou
vyhodu pii akutnim stresu mrazem, kde byl u obou kultur zaznamenan mensi pokles viability
Vv ptipadu adaptovanych bunck. Poslednim stresorem aplikovanym na buiiky byl ethanol. I u n¢j
byl zaznamenan mensi pokles viability zpisobeny zménami v membrané béhem adaptace
a potvrdil tak, Zze nové kmeny vzniklé metodami adaptivni laboratorni evoluce vykazuji vetsi
rezistenci ve Ctyfech z péti ptipadd. Chlorid sodny se tedy prokézal jako latka vhodna pro
experimenty evolu¢niho inzenyrstvi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA
ALE
napf.
DNA

PS 1

PS 11
PQ
NADP*
ATP
SDH
TCA
2-OGDH
20G
SSADH
GTP
ADP
PCC
CCALA
scl-PHA
mcl-PHA
Icl-PHA
PHB
PHV
PHBV
PHO
PHN
HHX
HH

HD

uv

polyhydroxyalkanoaty

adaptivni laboratorni evoluce

naptiklad

deoxyribonukleova kyselina

fotosystém |

fotosystém II

plastochinon

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
adenosintrifostat

sukcinatdehydrogenéaza

cyklus trikarboxylovych kyselin
2-oxoglutaratdehydrogendza

2-oxoglutaratu
sukcinat-semialdehyddehydrogenazu
guanosintrifosfat

adenosindifosfat

Pasteur Culture Collection

Culture Collection of Autotrophic Organismus
polyhydroxyalkanoaty s kratkym bo¢nim fetézcem
polyhydroxyalkanoaty se stftedné dlouhym bo¢nim fetézcem
polyhydroxyalkanoaty s dlouhym bo¢nim fetézcem
poly(3-hydroxybutyrat)

poly(3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxyoktanoat)
poly(3-hydroxynonanoat)

3-hydroxyhexanoat

hydroxyheptanoat

hydroxydekanoat

ultrafialova
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PP
HA
PLGA
FID
ISTD
UV-VIS

polypropylen

hydroxyapatit
poly(mlé¢na-co-glykolova kyselina)
plamenovy ionizaéni detektor
inertni standard

ultrafialovo-viditelna
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